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RESUMO

A producdo de proteinas recombinantes em plantas transgénicas tem se mostrado uma
forma segura, eficiente e barata de obtencdo em grande escala de vérias proteinas de interesse,
tais como vacinas, enzimas industriais, bioativos, biofarmacos e anticorpos e seus fragmentos.
Contudo, para que a producdo de proteinas recombinantes em plantas se torne viavel é necessario
o desenvolvimento de um processo de recuperacdo e separagdo da molécula alvo que seja
eficiente e reprodutivo, pois a producdo de biomoléculas em plantas transgénicas, assim como o0s
métodos tradicionais de producdo, apresentam componentes indesejdveis que devem ser
removidos. Neste trabalho, avaliou-se a purificacdio de fragmentos Fab de IgG humana
adicionados artificialmente (spiking) a extrato proteico de soja ndo transgénica utilizando-se a
técnica de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). Estudou-se o
efeito dos quelatos IDA-Ni(Il) e TREN-Ni(II), dos sistemas tamponantes Tris-HCI, fosfato de
sodio e Mes, na presenca e na auséncia de sal (NaCl) na purificagdo de fragmentos Fab.
Primeiramente foram realizados experimentos cromatograficos com as proteinas nativas do
extrato proteico do grdo de soja. Dos resultados obtidos, selecionou-se, para o adsorvente
agarose-TREN-Ni(Il), o sistema tamponante Tris-HC1/Tris-HCI na auséncia de NaCl, e para o
adsorvente agarose-IDA-Ni(Il), selecionou-se o sistema tamponante fosfato de sddio/acetato de
sodio contendo NaCl. Estes sistemas tamponantes e adsorventes foram utilizados para purificacao
dos fragmentos Fab adicionados (spiking) ao extrato proteico de grdos de soja. Em agarose-
TREN-Ni(II), os fragmentos Fab foram purificados por cromatografia negativa, obtendo-se 66%
dos fragmentos Fab na etapa de flowthrough e lavagem, com um grau de pureza de 91% e fator
de purificagdo de 1,4. Para o adsorvente agarose-IDA-Ni(Il), os fragmentos Fab foram
purificados por cromatografia tradicional (elui¢do a pH 5,8), obtendo-se alto grau de pureza do
fragmento Fab purificados, com um fator de purificacdo de 2,5. Este estudo contribuiu para obter
conhecimento de base para posterior aplicagdo da técnica de IMAC na purificacdo de proteinas

recombinantes produzidas em sementes de plantas transgénicas.

Palavras-chave: IMAC, Fab, proteinas da soja, cromatografia, spiking, recuperacdo de
bioprodutos, purificacao.
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Abstract

The recombinant proteins production using transgenic plants have been considered a safe,
efficient and cheap way of producing on large scale innumerous proteins of interest, such as
vaccines, industrial enzymes, bioactives, biopharmaceuticals and antibody and it fragments.
However, for the production of recombinant proteins in plants become viable is necessary to
develop a process for recovery and separation of the target molecule that is efficient and
reproductive, because the production of biomolecules in transgenic plants, as well as traditional
production methods, have components reactions which must be removed. In this work, the
purification of Fab fragments of human IgG added artificially (spiking) to extract non-transgenic
soy protein, using the technique of affinity chromatography on immobilized metal ions (IMAC),
was evaluated. The effect of chelating agents IDA-Ni(Il) and TREN-Ni(Il), and the buffers Tris,
sodium phosphate and Mes, in presence and the absent of NaCl, was studied for the Fab
purification. First, the chromatographic experiments with the native proteins of soybean extract
were performed. From the results obtained, it was selected, for the adsorbent TREN-Ni(II), the
buffers system Tris-HCl/Tris-HCl without NaCl, and for the adsorbent IDA-Ni(II), the buffer
system sodium phosphate/ sodium acetate with NaCl was selected. These adsorbents and buffer
systems were used for purification of Fab fragments added (spiking) to soybean extract proteins.
In the agarose adsorbent TREN-Ni (II), Fab fragments were purified by negative
chromatography, obtaining 66% of Fab fragments in flowthrough and wash steps with a purity of
91% and purification factor of 1.4. For the adsorbent agarose-IDA-Ni (II), Fab fragments were
purified by traditional chromatography (elution at pH 5.8), obtaining a high purity of the purified
FAB, with a purification factor of 2.5. This study contributed to obtain knowledge base for
application of the technique on the IMAC purification of recombinant proteins produced in

transgenic plant seeds.

Keywords: IMAC, Fab, soy proteins, chromatography, spiking, recovery of bioproducts,
purification.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Com o sucesso da produgao de proteinas recombinantes, sua demanda vem crescendo nas
ultimas décadas, sendo estas proteinas requeridas tanto para uso médico como para uso industrial.
Os primeiros relatos de biomoléculas recombinantes produzidas em plantas transgénicas surgiram
ha mais de trinta anos, com a producao de hormo6nio do crescimento humano em tabaco (MA et
al., 2003; FISCHER et al., 2004). Desde entdo, vdrias proteinas recombinantes tém sido
produzidas em plantas tais como vacinas, anticorpos, enzimas industriais, biofarmacéuticos e
fragmentos de anticorpos (CONLEY et al., 2011; TWYMAN et al., 2005). A producdo de
proteinas recombinantes em plantas transgénicas tem se mostrado uma forma eficiente e barata de
producdo em grande escala (PEETERS et al., 2001).

Além disso, ao se comparar os sistemas de expressdo de proteinas atualmente utilizados
(bactérias, cultivo de células animais e outros) com a expressdo em plantas, pode-se enumerar
uma série de vantagens, como por exemplo, a producdo de biomoléculas em 6rgaos especificos
(semente, por exemplo), onde podem ser estocadas por longos periodos, possibilidade de sintese
de proteinas com a glicosilagdo exata e de forma ativa, baixo custo de producdo e baixo risco de
contaminacdo por agentes patogénicos humanos (LAU e SUN, 2009; ROBIC, 2005).

Dentre as inimeras plantas passiveis de serem utilizadas como sistema de expressdo para
producdo de proteinas transgénicas, as sementes de leguminosas como soja, ervilha e feijao
apresentam algumas vantagens para a producdo de biomoléculas, pois possuem um elevado teor
proteico (20 a 40%), baixa atividade de proteases, baixo teor de umidade, além de serem Orgaos
de estocagem naturais (LAU e SUN, 2009). Dentre estas leguminosas, a soja é a mais utilizada,
tendo sido usada para a producdo de diversas moléculas, tais como hormoénio do crescimento
humano, caseina bovina, fator IX humano, insulina humana, anticorpo contra o virus da herpes e
outros (LAU e SUN, 2009; CUNHA et al., 2011a).

Devido a grande demanda por proteinas terapéuticas como anticorpos e seus fragmentos,
tem-se investigado a possibilidade de producdio de proteinas como o0s anticorpos
(imunoglobulinas G) e seus fragmentos (Fab, F(ab’)2 e Fv) a partir de plantas transgénicas
(PLATIS et al., 2008). As imunoglobulinas G (IgG) sdo glicoproteinas com ampla gama de
utilidades terapéuticas, tais como a imunizagdo passiva contra infec¢des bacterianas ou virais e
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em testes diagndsticos (AGATON et al.,2004). As imunoglobulinas sdo compostas de um par de
cadeias polipeptidicas leves idénticas (L) e um par de cadeias polipeptidicas pesadas idénticas
(H) ligadas entre si por pontes dissulfeto e por ligacdes ndo covalentes. Através da clivagem
proteolitica, podem-se obter fragmentos de anticorpos (Fab e F(ab)’,), os quais sdo capazes de se
ligar ao antigeno correspondente. Estes fragmentos contém os dominios varidveis H e L. Pelo
fato de apresentarem baixa imunogenicidade e tamanho reduzido, o qual amplia o poder de
penetracdo nos tecidos e na corrente sanguinea, os fragmentos Fab vem sendo amplamente
utilizados no tratamento de doencas como tumores, tromboses e algumas doengas cronicas, além
de tratamentos de acidentes com ofidios e diagndstico de doencas (COLEMAN e MAHLER,
2003; HOLLIGER e HUDSON, 2005; PERSSON, 2001; ROTHLISBERGER et al., 2005).

Atualmente, a técnica mais empregada para a purificacdo de fragmentos de anticorpos € a
cromatografia de afinidade por ligantes bioespecificos, sendo também utilizadas técnicas
cromatograficas como de troca idnica, de pseudoafinidade e de exclusdo molecular (ERNTEL et
al.,1987). Apesar de ser a técnica mais empregada, a cromatografia de afinidade com ligantes
bioespécificos apresenta algumas desvantagens como alto custo, perda de capacidade de adsor¢ao
ao longo do tempo e os adsorventes sdo sensiveis a condi¢des de sanitizacdo (LAU et al., 2010;
BUCHNER, et al., 1991).

Dentre as técnicas cromatograficas empregadas para a purificacdo dos fragmentos de IgG,
as que apresentam menor custo quando comparadas a cromatografia de afinidade com ligantes
bioespecificos sdo as cromatografias de troca idnica e a cromatografia de pseudobioafinidade,
como por exemplo, a cromatografia por ions metalicos imobilizados (IMAC).

A cromatografia de afinidade por ifons metélicos imobilizados (IMAC) é uma técnica
baseada na interacdo entre um ion metdlico imobilizado a uma matriz sélida e residuos de
aminodcidos acessiveis na superficie da proteina. Essa técnica tem sido empregada para a
purificacao de IgG e de fragmentos F(ab’), (PORATH et al., 1975; PORATH, 1988; WONG et
al., 1991, TOROROVA-BALVAY et al., 2004). IMAC é uma técnica robusta, de ficil
sanitizacdo da fase estaciondria e alta capacidade de ligacdo com proteinas, caracteristicas bem
vistas pela industria (PLATIS et al.,2008).

Existem poucos trabalhos na literatura sobre a purificacdo de fragmentos de anticorpos

produzidos em plantas transgénicas utilizando a técnica de IMAC. Ha4 trabalhos que relatam a
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purificacdo de fragmentos de anticorpos recombinantes com uma unica cadeia leve contendo
cauda de histidina (scFv), na maioria dos casos produzidos em folha tabaco transgénico
(RAMIREZ et al., 2000; PUJOL et al., 2005; ALMQUIST et al., 2006; PLATIS et al., 2008).

Além disso, nota-se a escassez de publicagdes sobre a purificacdo de anticorpos ou de
fragmentos produzidos em plantas diferentes do tabaco transgénico, o qual apresenta um longo
histérico de producdo de proteinas transgénicas, pois € facilmente engenheirado e apresenta uma
grande quantidade de biomassa. Quando sdo utilizados promotores especificos, os anticorpos e
fragmentos podem ser obtidos em sementes (soja, milho, tabaco), destacando-se a vantagem da
proteina alvo poder ser estocada de maneira estdvel por longo periodo de tempo (LEE e
FORCINITI, 2010). Dentre as varias espécies de sementes usadas como biorreatores, as sementes
de soja oferecem o mais baixo custo de producdo de proteinas recombinantes (ROBIC et al.,
2010).

Por se tratar de um organismo complexo, a produ¢do proteinas recombinantes em uma
planta transgénica é um processo longo e custoso, assim uma estratégia muito empregada em
estudos de purificagdo de proteinas em plantas € a adicdo artificial destas a um extrato de planta,
simulando o extrato de uma planta transgénica (MENKHAUS et al., 2002, PLATIS e LABROU,
2008). Devido a insuficiéncia de dados de literatura na drea de purificacdo de anticorpos e
fragmentos recombinantes produzidos em sementes de plantas transgénicas, este estudo contribui
para obter conhecimento de base para posterior aplicagdo desta técnica na purificacdo de

proteinas recombinantes produzidas em sementes de plantas transgénicas.



1.1. OBJETIVO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial de utilizacdo da Cromatografia de
Afinidade por Tons Metalicos (IMAC) como técnica de captura de proteinas nativas do extrato de
graos de soja visando uma futura aplicacdo na purificacdo de fragmentos de anticorpos que
podem vir a ser produzidos nestas sementes. Neste estudo, os fragmentos Fab de IgG humana, de
cadeia leve kappa, sem cauda de histidina, foram adicionados artificialmente (spiking) a extrato
proteico de graos de soja ndo-transgénica.

Avaliou-se neste trabalho o comportamento da adsor¢do das proteinas nativas do extrato
de graos de soja, dos fragmentos Fab humanos e dos fragmentos Fab adicionados artificialmente
ao extrato proteico de soja em IMAC. Foram estudados os efeitos dos agentes quelantes dcido
iminodiacético (IDA, tridentado) e Tris (2-aminoetil amina) (TREN, tetradentado), dos sistemas
tamponantes MES (zwiterionico), Tris-HCI (competitivo) e fosfato de sédio (competitivo), e da
presenca ou auséncia de NaCl nos tampdes utilizados. Uma vez que as interacdes entre proteina e
fon metalico sdo fortemente influenciadas pelo tipo de sistema tamponante e pela presenca ou
auséncia de sal (NaCl) no tampao de adsor¢do, estes se apresentam como fatores importantes a

serem estudados na exploracdo do potencial destes ligantes.



1.2. PLANO DE TRABALHO

Para atingir o objetivo do trabalho foram realizadas as etapas exemplificadas na Figura 1.1.

Etapa 1.1- Processamento e
obtencdo do extrato  das
proteinas da soja

Etapa 2.1- Digestdo enzimdtica
da IgG humana e separacido dos
fragmento Fab

l

Etapa 1.2 — Estudo de adsorcdo
de proteinas nativas do extrato
proteico de soja nos adsorventes

l

Etapa 2.2 — Estudo de adsor¢do
dos fragmentos Fab nos
adsorventes IMAC

IMAC

/

Etapa 3 — Estudo de adsorcao de
proteinas de soja com spiking de
Fab nos adsorventes IMAC

l

Etapa 4 — Determinacdo da capacidade
de adsorcdo selecionada

Figura 1.1. - Diagrama esquematico representando o trabalho desenvolvido.






CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

No capitulo 2 sdo abordados alguns tépicos necessdrios para compreensdo do trabalho. A
revisdo da literatura estd dividida nas seguintes partes: utilizacdo de plantas como biorreatores,
soja como sistema de expressdo de proteinas recombinantes, vantagens e desafios do uso de
plantas transgé€nicas como biorreatores, recuperacdo e purificacdo de proteinas recombinantes
obtidas em plantas transgénicas como biorreatores, purificacdo de fragmentos Fab provenientes
de métodos de producdo distintos, imunoglobulina G (IgG) humana, fragmentos Fab e

cromatografia de afinidade por fons metélicos imobilizados (IMAC).

2.1. PLANTAS COMO BIORREATORES

Plantas sdo utilizadas a milhares de anos em tratamentos de doencas e terapias, e
atualmente, com o avango das técnicas de biologia molecular, plantas vém sendo utilizadas como
biorreatores para producdo de moléculas de interesse, que ndo eram encontradas ou produzidas
naturalmente. Em 1983, apareceram os primeiros relatos sobre o uso da tecnologia do DNA
recombinante para a produ¢do de plantas transgénicas, que inicialmente era utilizada,
principalmente, para se obter plantas com caracteristicas agrondmicas favordveis, tais como
resisténcia a insetos, déficit hidrico, aumento de produtividade, entre outros (MENKHAUS et al.,
2004). Os primeiros relatos de plantas transgénicas capazes de produzir proteinas para fins
farmacéuticos ocorreram somente no final dos anos 80 com a produgdo de hormoénio do
crescimento humano em tabaco transgénico e com a produgdo de albumina sérica humana em
tabaco e batata geneticamente modificados em 1990 respectivamente. Anos depois, mais de 100
diferentes tipos de proteinas foram produzidas em plantas transgé€nicas, assim como anticorpos,
hemoderivados, peptideos bioativos, antigenos, citosinas, hormonios, suplementos nutricionais,
plasticos biodegraddveis, enzimas e vacinas para uso humano e veterindrio (TWYMAN et al.,
2005; SHARMA e SHARMA, 2009; SPOK et al., 2008).

Atualmente pesquisadores de todo mundo trabalham para criar uma base de plantas
modificadas geneticamente capazes de produzir desde vacinas comestiveis para as mais distintas
doencas a métodos anticoncepcionais, estimando um mercado de cerca de 100 bilhdes de ddlares
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para 2015 (LESNEY, 2004). Na Tabela 2.1. sdo apresentadas algumas das plantas transgénicas
utilizadas e das moléculas produzidas por estas.

Uma das questdes mais importantes na utilizacao de plantas como biorreatores é a escolha
da espécie adequada. Para cada variedade de produto produzido haverd uma espécie de planta
mais adequada, atendendo as exigéncias necessdrias para a produc¢do da molécula. Contudo, ndao
ha uma espécie ideal para todos os produtos; o importante é se aquela planta atenderd as
necessidades de producdo, levando em considera¢do varidveis como o ciclo de vida da planta,
custo de producdo, armazenamento, producdo de biomassa, adaptacdes climdticas e geograficas,
entre outras (SHARMA e SHARMA, 2009).

Umas das plantas mais utilizadas para produ¢do de biomoléculas é o tabaco que, além de
ser bastante estudado, muitas das primeiras moléculas recombinantes foram produzidas nesta
planta. Além disto, o tabaco apresenta uma série de caracteristicas favordveis, tais como: o
expression host, que permite uma transformacgdo robusta, a alta produ¢do de biomassa e o fato de
ndo ser uma cultura utilizada para alimentacdo, que reduz a possibilidade de contaminacdo de
alimentos por moléculas transgénicas. Entretanto, o tabaco possui desvantagens como a grande
quantidade de nicotina e alcaloides toxicos (FISCHER et al., 2004). Muitas outras espécies de
plantas tém sido utilizadas como sistema de expressdo de proteinas heterélogas, podendo citar os
vegetais folhosos (alfafa e alface), os cereais (milho, arroz e trigo), os legumes (batatas), as frutas
(tomates e bananas) e as sementes (soja, canola, girassol e tabaco) (EVANGELISTA et al., 1998,
GIDDINGS et al., 2000, MENKHAUS er al., 2004), entre outras, cada uma apresentando

vantagens e desvantagens.



Tabelas 2.1. - Plantas utilizadas como sistema de expressdo de biomoléculas e suas respectivas biomoléculas sintetizadas (MA et al.,

2003).

Biofarmacéuticos

Hormonio de crescimento

Tabaco e couve-flor

Primeira proteina humana expressa em plantas, inicialmente expressa
como proteina de fusdo com o gene do tabaco transgénico, mais tarde, a
primeira proteina humana expressa em cloroplastos.

Barta er al., 1986 ; Staub et al,,
2000

Albumina sérica humana

Tabaco e batata

Primeira proteina humana completa expressa em plantas

Fernandez-San et a., [ 2003

o-interferon

Arroz e nabo

Primeira proteina humana produzida em arroz

Zhu et al., 2004

Anticorpos Recombinantes

IgG, Tabaco Primeiro anticorpo expresso em plantas Hiatt et al., 1989
IgM Tabaco Primeira [gM expressa em plantas Diiring et al., 1990
scFv—briod(igin)l —4 i()r;lunotoxina Tabaco Primeiro scFv produzida elsrlll 5;22;22 Eéﬁlri:iro anticorpo produzido em Francisco et al., 1997
IgG (HSV) Soja Primeira proteina farmacéutica produzido em soja Zeitlin et al., 1998
LSC (HSV) Chlamydomonas reinhardtii Primeiro exemplo de agricultura molecular de algas Mayfield et al., 2003

Subunidades de vacinas recombinantes

Envelope proteico do virus da
Hepatite B

Tabaco

Primeira vacina expressa em plantas

Mason et al., 1992

Glicoproteina do virus da raiva

Tomate

Primeiro exemplo de uma "vacina comestivel", expresso em tecido
vegetal

McGarvey et al., 1995

Endotoxina termolabil da
Escherichia coli

Tabaco, batata

Primeira vacina produzida em planta a atingir fase de ensaios clinicos

Tacket et al., 1998

Autoantigeno da diabetes

Tabaco, batata

Primeira vacina de origem vegetal contra uma doenga autoimune

Ma et al., 1997

Subunidade B da toxina da
cblera

Tabaco, batata

Primeira vacina expressa em cloroplasto

Daniell et al., 2001




2.1.1. VANTAGENS E DESAFIOS DO USO DE PLANTAS TRANSGENICAS COMO
BIORREATORES

Atualmente bactérias, fungos e células animais ainda sdo os sistemas mais empregados
para a produgdo de proteinas recombinantes quando comparado com o uso de animais e plantas
transgénicas. Contudo, plantas transgénicas apresentam uma série de vantagens quando
comparadas com os outros sistemas citados, podendo ser ainda mais explorado para a
substituicdo dos tradicionalmente utilizados (SHARMA e SHARMA, 2009), A Tabela 2.2.
apresenta uma comparagdo dos diferentes sistemas de expressdo de proteinas atualmente

empregados.

Tabela 2.2. — Comparacio entre os diferentes sistemas de expressdo de proteina (Ma et al., 2003)

Prazo Tempo Qualidade

. Custo T Risco de Custo de
Sistema total para | Scale- do Glicosilagao contaminacio  estoque
Producdo  up Produto ¢ d
Bactéria Baixo Curto Alto Baixo | Naorealiza Endotoxinas Moderado
Levedura Médio Médio = Alto Médio Incorreto Baixo risco | Moderado
CUI,UVO de Muito  Muito Virus, prions
células Alto Longo . Correto
. baixo alto e DNA
animais Elevado
Animais Muito . Muito Virus, prions
transgé€nicos AL Longo Baixo alto Lo e DNA Elevado
Cultivo de Pequenas
células Médio Médio  Médio Alto < Baixo risco
. diferencas
vegetais Moderado
PlaI}tgs Ml:lltO Longo Ml?.ltO Alto Pequenas Baixo risco
transgénicas baixo baixo diferencas Baixo

Uma das principais vantagens do sistema de expressdo em plantas € o custo. Em uma
simulacdo de processo, estimou-se que o custo de producdo e purificacdo de uma proteina
recombinante produzida em milho transgénico seria de aproximadamente 43 dolares por grama
(EVANGELISTA et al., 1998; MISON e CURLING, 2000). Para fins de comparagdo, YOUNG
et al. (1997) estimaram que o custo da producdo e purificacdo de uma proteina recombinante
produzida no leite de cabra transgénica seria de 105 ddlares por grama. Quando se compara este

valor ao custo de producdo e purificagdo de uma proteina recombinante produzida por cultivo de
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células animais, que se encontra entre 300 a 3.000 ddlares o grama, a producdo de proteinas em
plantas transgénicas torna-se ainda mais atrativa (MENKHAUS et al., 2004).

Além do custo, o cultivo de plantas transgénicas oferece uma série de vantagens, como
facilidade de escalonamento, expressdo da proteina de interesse em 6rgdos da planta naturalmente
especializados em armazenamento, os quais sdo desprovidos de proteases e outras atividades
enzimaticas (NIKOLOV e HAMMES, 2002), facilidade de armazenamento, risco reduzido de
contaminagdo (com patdgenos humanos, endotoxinas e virus) e modificacdes pds-traducionais
(WILKEN e NIKOLOV, 2012; MENKHAUS et al., 2004; PEREIRA, 2009; MENKHAUS e
GLATZ, 2005).

Como mostrado na Tabela 2.2., a producdo de biomoléculas a partir de plantas
transgénicas permite a glicosilacdo das proteinas por elas produzidas, sendo este um mecanismo
celular ndo presente em bactérias e incorreto em leveduras. A glicosilacdo de proteinas por
plantas apresenta perfil levemente diferenciado da glicosilacdo realizada por células animais,
contudo, estudos com anticorpos produzidos em plantas e injetados em ratos mostraram que os
anticorpos e os residuos ndo apresentam imunogenicidade (CHARGELEGUE et al., 2000 e
BAKKER et al., 2001).

Contudo, ainda hd alguns entraves na drea de producdo de proteinas recombinantes em
plantas transgénicas, como dados insuficientes na area de biosseparagdo (HUSSACK et al., 2010,
LEE e FORCINITI, 2010). Separar eficientemente proteinas recombinantes a partir de extratos
de plantas ainda permanece um desafio, tanto em escala laboratorial como em escala industrial,
visto que os processos de purificacao disponiveis sdo, de maneira geral, multietapas, longos e de
alto custo (50 a 80% do custo total de produgao) (PLATIS et al., 2008, HUSSACK et al., 2010,
LEE e FORCINITI, 2010). Outro desafio é o tempo de produgcdo de uma variedade de planta
transgénica, juntamente com as incertezas regulatérias e conflitos éticos relativos ao tema de

producdo de transgénicos que possui repercussao mundial (WILKEN e NIKOLOV, 2012).
2.1.2. SOJA COMO SISTEMA DE EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
A soja é uma leguminosa da familia das Fabaceae, cuja semente € constituida por 90% de

cotilédones (WOLF e COWAN, 1975). A soja é formada por proteinas (37%), carboidratos
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(30%) e 6leo (20%). Estes Oleos sdo constituidos por 12% de acidos saturados e 88% de acidos
nao-saturados. Os principais aguicares sdao os dissacarideos sacarose, o trissacarideo rafinose e o
tetrassacarideo estatiose. A concentracdo de glicose e de outros agtcares redutores diminui
durante a maturacdo. Os polifendis representam aproximadamente 0,02% da massa da semente
(SMITH e SIDNEY, 1972). Na soja, o 6leo e as proteinas encontram-se em organelas distintos,
sendo as armazenadoras de proteinas conhecidas como corpos proteicos e as armazenadoras de
lipidios conhecidas como 6rgdo de lipidio (spherosomes) (WOLF e COWAN, 1975).

Proteinas de sementes, em geral, sdo divididas de acordo com a solubilidade em quatro
grupos (OSBORNE, 1924): 1) albuminas, soldveis em dgua; 2) globulinas, soliveis em solucdes
aquosas salinas; 3) prolaminas, soldveis em solucdes alcodlicas e 4) glutelinas, soldveis em
solucdes aquosas de valores de pH alcalino ou com agente redutor. As proteinas das sementes de
soja estdo presentes somente em dois destes grupos: as albuminas, as quais representam menos de
10% da proteina total e possuem baixa massa molecular (cerca de 20 kDa) e as globulinas, que
representam 90% da proteina total e sdo constituidas de proteinas de massa molecular de 20 a 700
kDa. As globulinas da soja sdo classificadas em quatro grupos baseados nos coeficientes de
sedimentacao: 2S, 7S, 11S e 15S (22, 37, 31 e 1% das globulinas, respectivamente). A o-
conglicinina, também conhecida por 2S, consiste de proteinas com massa molecular entre 8 e 50
kDa e solubilidade em ampla faixa de pH. A B-conglicinina, presente no grupo 7S, consiste de
pelo menos sete isdmeros, os quais sdo compostos de diferentes combinagdes das mesmas trés
subunidades. As diferentes isoformas de B-conglicinina t€ém massa molecular entre 130 e 180
kDa e ponto isoelétrico (pl) proximo de 4,9. As demais proteinas encontradas na fracdo 7S sdo
hemaglutinina, lipoxigenase e [-amilase. No grupo 11S encontram-se a glicinina, um
heteromultimero complexo composto de 11 ou 12 subunidades. A glicinina tem massa molecular
entre 300 e 350 kDa e ponto isoelétrico entre 4,5 e 4,8. As maiores proteinas da soja sdo as
proteinas 15S, com massa molecular em torno de 700 kDa e com ponto isoelétrico perto de 4,5
(MENKHAUS et al., 2004). As propriedades fisicas de algumas proteinas da soja estdo
apresentadas na Tabela 2.3.

A soja representa uma fonte de biomassa abundante, de baixo custo e rica em proteina.
Esta abundancia de proteinas é devido principalmente ao acimulo destas moléculas em vacuiolos
que sdo organelas especializadas em armazenamento. Este e o fato da soja possuir um ciclo
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reprodutivo f4cil de ser manipulado permitem que a planta seja cultivada em casa de vegetacao
aumentando a producdo por drea e diminuindo a possibilidade de fecundacdo de plantas
transgénicas com plantas ndo transgénicas, tornando-a uma boa plataforma de expressdao para a
producdo de biomoléculas recombinantes (VIANNA et al., 2011). Outra varidvel que faz da soja
uma boa plataforma de expressdo € a auto-fecundacdo, que diminui os ricos de contaminacao

(LAU e SUN, 2009).

Tabela 2.3. - Propriedades fisicas das proteinas purificadas da soja (adaptado de ALLAN e
SIDNEY, 1972; ROBIC, 2005).

Proteinas Massa molecular (kDa) Ponto isoelétrico
Inibidor de tripsina 7,9-21,0 4,0-42
(Bowman-Birk)
Citocromo C 12,0 4.5
Inibidor de tripsina 21,0
(Kunitz)
Globulina 2S (a- 18,2 —-32,6 4,4
conglicinina)
Alantoinas 50,0
B-Amilase 61,7-69,0 5,85
Globulina 11S 89,0 —105,0 6,1
Lipoxigenase 102,0 - 108,0 5,4-15,65
Globulina 7S (- 180,0 — 330,0 4,9
conglicinina)
Hemaglutinina (glicinina) 333,0-356,0 5,0

Hoje algumas biomoléculas ja sao produzidas em soja, como hormdnio do crescimento
humano (CUNHA et al., 2011b), fator IX humano, que ja é cultivado em estufa (CUNHA et al.,
2011a), a proinsulina humana, que comprovou sua estabilidade mantendo sua produtividade
mesmo depois de 7 anos de cultivo (CUNHA et al., 2010) e ainda em fase de desenvolvimento
mas em estado avancado, a EMBRAPA (Empresas Brasileira de Agropecudria) tem desenvolvido
sementes de soja capazes de produzir 20 pg do fragmento de anticorpo scFv por semente de soja,

a ser utilizado para diagnostico de cancer de mama (RECH, 2005).
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2.1.3. RECUPERACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
OBTIDAS EM PLANTAS COMO BIORREATORES

Para se tornar vidvel a produgdo de proteinas recombinantes em plantas transgénicas, €
essencial uma etapa de recuperagdo e purificacdo do produto eficiente, pois as plantas contém
moléculas indesejadas (proteinas, d6leos, compostos fenodlicos, etc) que devem ser removidas
durante a purificacdo. O processo de recuperacao e purificacdo da biomolécula (RPB) é composto
por vdrias operacdes unitdrias tais como particdo em duas fases aquosas e técnicas
cromatograficas como de exclusdo molecular, troca idnica, interacdo hidrofébica, fase reversa,
afinidade, entre outras, que vém sendo testadas e melhoradas ao longo do tempo. Em geral, as
etapas de RPB de proteinas recombinantes obtidas em plantas ou mesmo de culturas celulares é
dividida em recuperagdo primdria (operacdes unitdrias cldssicas como precipitacdo, moagem,
filtracdo, extracdo sélido-liquido, etc.) e purificacdo (operagdes de maior especificidade, como
cromatografias, precipitacdo de afinidade entre outras) (BASARAN e RODRIGUEZ-CEREZO,
2008; HARRISON et al., 2003; PEREIRA, 2009).

A etapa primdria de recuperacdo de produtos de plantas (como também em outros
sistemas) tem como objetivo a reducio de volume e obtencao de solucdo homogénea e clarificada
que possa ser utilizada na etapa de purificagdo do produto. Em geral, para a recuperacdo das

proteinas produzidas em plantas sdo necessdrias trés etapas:

1) Liberacdo do produto a partir da biomassa;
2) Separagdo sélido-liquido;

3) Clarificacdo e pré-tratamento.

Contudo, as estratégias de purifica¢do sdo definidas em fun¢do da composi¢do do extrato,
tamanho das particulas, propriedades do extrato e estabilidade do produto. As plantas, por
exemplo, possuem muitas moléculas como proteinas, 6leos, fenois e clorofila que necessitam ser
removidas e devem ser consideradas na hora de escolha do método de purificacdo (WILKEN e
NIKOLOV, 2012; MARK, 2004). O processo de extracdo de proteinas recombinantes da soja,
por exemplo, necessita de varias operacdes para se obter o produto final. Para se extrair proteinas
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da soja ¢ necessario, primeiramente, a trituragdo dos gridos de modo a permitir uma maior
interacdo dos seus constituintes com o tampao. Tanto na soja como em todas as oleaginosas, a
presenca de gordura pode interferir negativamente na etapa de purificagdo, sendo necessaria sua
remogao. A gordura presente na soja pode ser removida utilizando hexano ou éter de petroleo, e
os farelos desengordurados resultantes podem ter suas proteinas extraidas utilizando um sistema
de extragdo solido-liquido, obtendo-se uma solugdo passivel de ser utilizada em um processo de
purificacdo mais refinado, como processos cromatograficos, sem que haja obstrucdes ou
interferéncias pela gordura ou pela presenca de s6lidos (VIANNA et al., 2011).

Na etapa de purificacdo, visa-se a obten¢cdo da biomolécula de interesse com o grau de
pureza requerido para a finalidade de uso da biomolécula. O grau de pureza que serd almejado
nesta etapa varia com a finalidade do produto, sendo que proteinas utilizadas para diagndstico ou
tratamento médico necessitam de grau de pureza elevado. Apds o pré-tratamento, os processos de
purificagdo empregam técnicas semelhantes as ja desenvolvidas para biofarmacéuticos, tais como
cromatografia de troca-idnica, interacao hidrofébica, exclusio por tamanho, afinidade e afinidade
com ions metalicos imobilizados (WILKEN e NIKOLOV, 2012; PEREIRA, 2009). Outro fator
importante a ser levado em conta para a escolha das etapas empregadas em um processo € o custo
de cada etapa. Segundo LABROU e CLONIS (1994), o fator chave para o desenvolvimento da
biotecnologia sdo os processos de recuperacao e purificacdo que, frequentemente, podem chegar
até a 90% do custo total de producdo.

Muitos autores vém relatando dificuldades nos processos de purificacdo de proteinas
recombinantes, principalmente das proteinas recombinantes provenientes de plantas. Isto se deve
a baixa taxa de expressdo destas proteinas e a complexidade dos extratos de plantas. Estes
extratos provenientes de plantas sdo muitas vezes compostos por lipidios, fendis, polissacarideos
e uma ampla gama de proteinas que podem influenciar o processo de purificagdo (BOOTHE et
al. 2010; CHEN, 2008; XU et al., 2011). Na Tabela 2.4. sdo apresentadas algumas plantas

transgénicas, as biomoléculas nelas produzidas e as técnicas de RPB utilizadas.
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Tabela 2.4. - Proteinas recombinantes produzidas em plantas como biorreatores e métodos de

recuperacdo e purificacdo utilizados (adaptacdo WILKEN et al., 2012).

Semente de B-Glucuronidase -Centrifugacdo  -Cromatografia de (ROBIC et
soja -Filtracdo troca iOnica al., 2010)
-Cromatografia de
interag@o hidrofébica
Semente de 1gG -Centrifugacdo - Separacdo PEG/PO, (LEEe
milho -Filtracdo (10%/15%), 11% FORCINITI,
NaCl 2010)
-Separacao PEG/PO,
(9%/11%)
Semente de Aprotinina -Filtracdo -Cromatografia de (AZZONI et
milho afinidade em al., 2002)
agarose-tripsina
-IMAC-Cu(II)
Semente de Lisozima humana -Centrifugacdo  -Cromatografia de (WILKEN e
arroz -Separacio troca i0nica NIKOLOV,
solido-liquido 2010)
-Precipitacao
Semente de Transferrina -Centrifugacdo - Cromatografia de (ZHANG et
arroz -Separagdo troca idnica al., 2010)
solido-liquido
Folha de IeG -Centrifugacdo - Cromatografia de (PADILLA
tabaco -Filtracdo afinidade com et al., 2009)
Proteina A
Folha de IgG (C5-1) -Extracdo -Cromatografia de (VEZINA et
tabaco solido-liquido afinidade com al., 2009)
-Centrifugacdo  Proteina G
-Filtracdo
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2.2. IMUNOGLOBULINA G (IgG) HUMANA

As imunoglobulinas, ou anticorpos, sdo glicoproteinas compostas por 82 a 96% de cadeias
polipeptidicas e de 4 a 18% carboidratos apresentando uma massa molecular de 150 kDa. Elas
estdo presentes no soro humano e animal, e constituem defesas imunoldgicas contra infec¢des
provocadas por microrganismos. A estrutura da molécula de imunoglobulina possui uma
configuracdo bdsica em forma de “Y”, constituida de duas cadeias leves e duas cadeias pesadas,
sempre em pares idénticos, ligadas entre si por meio de ligagdes covalentes de dissulfeto (pontes
de dissulfeto). As cadeias leves, de massa molecular aproximada de 25 kDa, podem ser do tipo
kappa ou lambda; ambas as cadeias sdo comuns a todas as classes de imunoglobulinas. As
cadeias pesadas, com valores de massa molecular variando entre 50 e 70 kDa, possuem estruturas
e composi¢do distintas e ocorrem em cinco tipos moleculares, isto €, y, u, a, & e € que
correspondem as claessse de imunoglobulina IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (HOLT et al., 2003;
VLUG e VAN REMORTEL, 1989; PRIN et al. 1995).

As imunoglobulinas da classe G (IgG) podem ser clivadas através do uso de enzimas
proteoliticas formando diferentes fragmentos. A papaina produz trés fragmentos, sendo dois Fab
idénticos, cada um contendo um sitio de ligacdo ao antigeno, e um fragmento Fc. A pepsina
produz um fragmento F(ab’), e o restante da molécula é clivada em fragmentos menores, do tipo
pFc’. A Figura 2.1. exemplifica a acdo destas enzimas (NEWCOMBE e NEWCOMBE, 2007).

Os fragmentos Fab produzidos pela digestao das imunoglobulinas pela papaina podem ser
purificados através de técnicas cromatogréficas de afinidade, filtracdo em gel, IMAC e outras

(MAGE e LAMOYT, 1987).
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Papaina Pepsina
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Flab’),

Ec pFc pFc'

Figura 2.1. - Representacdo esquemdtica da estrutura da IgG e seus fragmentos gerados pelas
enzimas proteoliticas papaina e pepsina. O fragmento cristalizavel € identificado como Fc e o
fragmento que apresenta porcdo de afinidade pelo antigeno € identificado como Fab (ab —
antigen-binding). As letras V e C referem-se as regides varidvel e constante, respectivamente, e
as letras L e H referem-se as cadeias leve e pesada, respectivamente (adaptado de IMGT Marie-
Paule page - http://imgt.cines.fr).

2.3. FRAGMENTOS Fab

Os fragmentos Fab, formados por uma cadeia leve completa (L) e a metade N-terminal
(Fd) da cadeia pesada (H), apresentam uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa, e
possuem a regido ativa da imunoglobulina. Tanto a cadeia leve (L) quanto a metade N-terminal
da cadeia pesada (Fd) podem ser subdivididas (CL e CH1 para cadeia leve, e VL e VH para
metade da cadeia pesada) em unidades contendo 110 residuos de aminoacidos (POLJAK et al.,
1973).

Por possuirem a regido de combinag@o ao antigeno da imunoglobulina e por terem um
tamanho reduzido, os fragmentos Fab possuem uma ampla aplicabilidade, sendo utilizados em
tratamentos para picadas de cobra, determinacdo estrutural de proteinas através de co-

cristalizacao, ensaios imunolégicos baseados em biossensores e como reagentes de diagndsticos
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in vivo, além de possuir potencial no tratamento de tumores (CORNELL et al., 1997; COHEN et
al., 2000; PERSSON, 2001; MOFFATT et al., 1999). Estes fragmentos apresentam algumas
vantagens quando comparado ao uso da IgG intacta, como tamanho molecular menor, rdpida
penetracdo em tecidos e baixa imunogenicidade (MAGE, 1980).

O método mais comum de obten¢do dos fragmentos Fab € por digestdo enzimadtica da IgG
intacta pela enzima papaina. Contudo, os fragmentos Fab também podem ser obtidos através de
plantas e microrganismos geneticamente modificados. VENTURI ef al. (2002), relataram que os
fragmentos de anticorpos produzidos em organismos geneticamente modificados sdo mais
homogéneos e eficazes que os fragmentos Fab provenientes da digestdo enzimatica com papaina,
de anticorpos monoclonais intactos.

Dentre os trabalhos publicados para a produgdo de fragmentos Fab por organismos
geneticamente modificados, a producdo em Escherichia coli geneticamente modificada tem sido
um dos temas mais abordados na literatura, sendo obtido por alguns autores valores de até 500
mg de Fab/L de meio (HUMPHERYS et al. 2002).

Fragmentos Fab também j4 foram obtidos por cultivo de células animais. SCHATZ et al.
(2003) utilizaram células CHO para produgdo de fragmento Fab, no qual foram testadas
diferentes temperaturas de cultivo para se obter uma alta taxa de expressao.

O primeiro relato de utilizacdo de plantas geneticamente modificadas para a producdo de
fragmentos Fab ativos data de 1993 (NEVES et al., 1993) e para isso as plantas Nicotiana e
Arabidopsis, foram utilizados como sistema de expressdao. Contudo, a expressdo proteica nao foi
muito elevada, obtendo-se valores abaixo de 1% das proteinas totais presentes. Anos depois,
PEETERS et al. (2001) obtiveram expressiao de fragmentos Fab em valores maiores que 5% das
proteinas totais em Arabidopsis thaliana.

Independentemente de como sdo obtidos os fragmentos de anticorpos, estes representam
um mercado de cerca de 6 bilhdes de ddlares por ano para aplicacOes terapéuticas e diagndsticas

in vitro (HOLLIGER e HUDSON, 2005).
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2.3.1. TECNICAS EMPREGADAS NA RECUPERACAO DE FRAGMENTOS Fab
PROVENIENTE DE MEIOS DISTINTOS.

No processo de producdo de anticorpos e seus fragmentos, a etapa de purificacdo € a mais
custosa, representando de 50 a 80% dos custos de producdo (ROQUE er. al, 2004).
Tradicionalmente os fragmentos Fab sdo obtidos a partir da digestdo enzimdtica do anticorpo
intacto pela enzima papaina ou através de plantas, bactérias e células animais geneticamente
modificadas. J4 o processo de purificacdo € realizado, na maioria das vezes, por cromatografia de
afinidade com proteinas A, G ou L imobilizadas. A proteina A € uma proteina ligada aos dois
lados da parede e da membrana celular da bactéria Staphylococcus aureus e a proteina G é uma
proteina de superficie celular produzida pelas bactérias Streprococci do grupo C e G. Tanto a
proteina A quanto a G ligam-se a regido Fc dos anticorpos e sdo utilizadas como ligantes em
cromatografia negativa para purificagdo dos fragmentos Fab provenientes da digestdo enzimdtica.
A proteina L, isolada da bactéria Peptostreptococcus magnus, possui afinidade pela cadeia leve
do tipo Kappa e é capaz de purificar os fragmentos Fab por um processo cromatografico
tradicional (ZHAO et al., 2009; ROQUE et al., 2004). Na tentativa de superar a dependéncia de
ligantes de origem bioldgicas, novas pesquisas visam desenvolver ligantes artificiais que
apresentem as mesmas caracteristicas dos ligantes naturais (ROQUE et al., 2005). Apesar de
serem amplamente utilizadas, estas proteinas de origem natural apresentam muitas desvantagens
como alto custo, toxicidade em caso de desprendimento do ligante e sensibilidade a um grande
numero de agentes sanitizantes (ROQUE et al., 2004).

Os primeiros fragmentos Fab produzidos por bactérias foram isolados por cromatografia
de afinidade a fosforilcolina, que apresenta afinidade pela regido Fv ao anticorpo nativo
(SKERRA e PLUCKTHUN 1988; ANTONY et al., 1992). No entanto, o ideal seria o acesso a
um sistema de purificacdo simples e genérico que nao dependa de interagdes especificas do tipo
antigeno-anticorpo. Com esse intuito, as caudas de afinidade comecaram a ser utilizadas. Essa
técnica consiste na inser¢ao de pequenos peptideos que podem conferir alguma afinidade ao
fragmento (CHEADLE et al., 1992; MUNRO et al., 1986). As primeiras caudas utilizadas foram
as com o polipeptidio myc, produzidas através do uso da engenharia genética. As caudas de e-
Myc apresentam interagdes muito fortes, sendo necessdrias condi¢des praticamente desnaturantes
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para a eluicdo. Assim, com o intuito de superar este problema, as caudas de histidina comecaram
a ser utilizadas, uma vez que possibilita a recuperacdo dos fragmentos em condi¢des brandas,
através de técnicas de cromatografia por fons metélicos imobilizados (SKERRA et al., 1991;
MOLLQY et al., 1995). Contudo, o uso de cauda de histidina também traz alguns problemas,
como efeitos colaterais em imunizagdes ou em outras aplicacdes in vivo, e sua remocao através
de proteases podem danificar as propriedades da molécula (FIEDLER e SKERRA, 1999).

Uma alternativa para a purificagdo de fragmentos de Fab é o emprego de técnicas ndo
cromatograficas (LABROU e CLONIS, 1994), como sistemas de separacdo em duas fases
aquosas (ANDREWS, 1996; ZIJLSTRA et al., 1998), eletroforese preparativa, (LIM et al., 1998;
THOMAS et al. 2002), focalizagao isoelétrica (MULLER et al., 1998), precipitacdo por afinidade
(POWERS et al., 2001) ou através da combinacdo de técnicas ndo cromatograficas com técnicas
cromatogréficas. Contudo, como o uso de varios métodos torna o processo mais demorado e mais
dispendioso, pesquisadores buscam o desenvolvimento de metodologias de purificagdao dos

fragmentos Fab em uma dnica etapa (ROQUE et al., 2004).

2.4. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR IONS METALICOS IMOBILIZADOS
(IMAC)

Em 1975, PORATH e colaboradores introduziram a técnica de Cromatografia de
Afinidade por fons Metélicos Imobilizados (IMAC - Immobilized Metal ion Affinity
Chromatography) para a purificacdo de biomoléculas. Esta técnica, relativamente simples quando
comparada a técnica de afinidade bioespecifica, possui indimeras aplicagdes analiticas,
preparativas e industriais, como a separagdo e purificacdo de diferentes biomoléculas (peptideos,
proteinas e acidos nucléicos), a separacdo de células a partir de extratos bioldgicos e estudos de
estrutura-fungado de proteinas (BRESOLIN et al., 2009).

A técnica de IMAC explora a interacdo entre espécies doadoras de elétrons presentes na
superficie de biomoléculas em solucdo e fons metélicos quelatados imobilizados em um suporte
sOlido. Esta interacdo resulta de ligagdes de coordenacdo reversiveis formadas entre fons

metalicos quelatados e certos residuos de aminodcidos, tais como imidazol da histidina, tiol da
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cisteina e indol do triptofano, os quais doam elétrons para os fons metdlicos, atuando como base
de Lewis (PORATH, 1988; WONG et al., 1991; CHAGA, 2001).

Para fazer uso da técnica de IMAC € necessario o estudo de diversas variaveis, como ion
metdlico, agente quelante e condi¢des operacionais (vazao, concentragdo proteica da alimentacao,
sistema tamponante, forca iOnica, pH e temperatura) para que possa ocorrer a purificacdo da
biomolécula alvo (PORATH, 1988; WONG et al., 1991; CHAGA, 2001; GUTIERREZ et al.,
2007). Uma das grandes vantagens deste método para a purificacdo de biomoléculas é que os
adsorventes IMAC apresentam estabilidade fisica e quimica, baixo custo e alta capacidade de

adsorc¢do, qualidade estas de grande interesse para o uso analitico e comercial (ARNOLD, 1991).
2.4.1 EFEITO DO pH E DA FORCA IONICA EM IMAC

Em IMAC, o valor de pH 6timo de adsor¢do depende do ifon metédlico e dos grupos
doadores de elétrons. Em geral, a adsor¢do € favorecida numa faixa de valores de pH de 6,0 a 8,0
para proteinas que possuem residuos de histidinas e cisteinas acessiveis, porém para proteinas
ricas em 4cidos carboxilicos ou grupos fosfato (fosfoproteinas) a adsor¢ao ocorre a valores de pH
mais baixos (pH 5,0). Assim as liga¢gdes de coordenagdo sdo favorecidas em condi¢des na qual os
grupos ionizéveis estdo desprotonados (PORATH, 1990; BELEW e PORATH, 1990)

O aumento da for¢a idnica, na maioria dos casos, aumenta a seletividade em IMAC,
fazendo com que a ligacdo de coordenacio seja o principal elemento responsavel pela adsor¢ao.
Além disso, as proteinas sdo estabilizadas e o processo de agregacdo tende a ser retardado

(UEDA et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007).
2.4.2. IONS METALICOS UTILIZADOS EM IMAC

As interacOes entre os fons metdlicos imobilizados e as cadeias laterais de aminodcidos
tém um carater reversivel, e podem ser exploradas para adsor¢ao e, em seguida para a dessorcao
em condi¢des brandas (CHAGA, 2001). Em IMAC os ions metdlicos mais empregados sao Fe™,
Co™, Ni**, Cu**, Zn**, AI** e Ca®, devido ao cardter 4cido duro e intermedidrio apresentado por
estes metais (WONG et al., 1991; UEDA et al, 2003). Em geral os fons metdlicos sdo
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classificados em trés classes pela maioria dos autores (duros, intermedidrios e moles), baseando-

se em sua reatividade preferencial (Tabela 2.5.).

Tabela 2.5. - Classificacdo dos fons metdlicos utilizados em IMAC e os atomos para

coordenagcdo (PORATH, 1988).

Grupo Metais Coordenacao
Duro Fe’*, Ca™*, AI’* Oxigénio
Intermedidrio Ni%*, Zn**, Co**, Cu** Nitrogénio, Oxigénio,
Enxofre
Mole Cu*, Hg™*, Ag* Enxofre

Para a purificacdo de proteinas que possuem residuos de histidina, triptofano e cisteina,
os fons metalicos intermedidrios sdo os mais utilizados, pois sdo capazes de interagir com o
nitrogénio do anel aromatico dos grupos imidazol, indol e com enxofre do grupo tiol,
respectivamente, de cada aminodcido (SULKOWSKI, 1989). Contudo, SULKOWSKI (1989)
demonstrou que a interagdo que mais contribui para purificacdo € a do par de elétrons presente no
nitrogénio do anel imidazol da histidina e que a presenca de multiplas histidinas expostas na
superficie da proteina a ser separada aumenta o grau desta interagdo. Os aminoacidos aromaticos,
como o triptofano, também sao importantes na retencao de proteinas, porém a contribuicdo de um
residuo de triptofano € considerada pequena quando comparado ao efeito da histidina
(SULKOWSKI, 1989; BEITLE e ATAAIL 1992). A cisteina também afeta a retencdo de
proteinas em IMAC quando este residuo estiver na forma reduzida.

Outro fator que influencia a adsor¢do de uma proteina em IMAC quando usado metais
intermedidrios € a acessibilidade dos residuos de histidina na estrutura tridimensional da proteina
e a sequéncia de residuos de aminoacidos adjacentes, pois mesmo residuos que nao se ligam aos
fons metdlicos podem contribuir indiretamente para coordenacdo através de uma geometria
adequada. Os grupos NH, da extremidade N-terminal das proteinas também podem participar
diretamente na interacdo quando o valor de pH estiver acima de 8,0, quando o nitrogénio do
grupo amina estd desprotonado (ARNOLD, 1991; WONG et al., 1991; UEDA et al., 2003;

BRESOLIN et al., 2009).
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2.4.3. AGENTES QUELANTES EM IMAC

Nos processos de purificacdo de proteinas por IMAC, o agente quelante tem um grande
efeito na capacidade e na seletividade do fon metédlico em adsorver proteinas. Existem varios
tipos de agentes quelantes utilizados em IMAC, contendo as mais variadas estruturas. Contudo,
quanto mais polidentado € o agente quelante, mais estdveis sdo os complexos formados com os
fons metdlicos, porém menor serd a quantidade de sitios disponiveis para a ligacdo com a
biomolécula, tornando mais fracamente adsorvida. Desta forma, o ideal em um agente quelante é
que ele forneca uma boa estabilidade do fon metdlico, mas a0 mesmo tempo possua sitios capazes
de se ligar com a molécula alvo (PORATH, 1988; SULKOWSKI, 1985). Os dtomos doadores de
elétrons (em geral O ou N) que participam da coordenagdo com o metal também influenciam na
estabilidade quelato. Atomos de oxigénio dos grupamentos carboxilicos dos agentes quelantes
sd0 mais estdveis em valores de pH 4cidos que dtomos de nitrogé€nio, estes mais susceptiveis a
protonacao em baixos valores de pH (PORATH, 1988).

O 4cido iminodiacético (IDA) é um dos agentes quelantes mais empregados em IMAC. E
um agente quelante tridentado que possui um dtomo de nitrogénio e dois dtomos de oxigénio para
a coordenacdo, capazes de quelatar fons metélicos intermedidrios e pesados, ocupando trés sitios
de coordenacdo (WONG et al., 1991; UEDA et al., 2003; BRESOLIN et al., 2009). As
constantes de dissociacdo pK; e pK, do IDA sdo 1,73 e 2,73 respectivamente, e o valor de pl esta
entre pH 2,0 e 3,0 (Sigma-Aldrich Technical Service). Em baixos valores de pH, a protonacao do
nitrogénio do IDA torna esse dtomo menos disponivel para coordenagdo, enquanto que a

capacidade de coordenacdo do oxigénio € menos afetada.

O tris-2(aminoetil)amina (TREN) é um agente quelante tetradentado, menos empregado
em IMAC, que possui quatro dtomos de nitrogénio disponiveis para a ligacdo com o fon metalico,
tendo dois grupos amina primdria, uma secunddria € uma tercidria. Seu ponto isoelétrico
encontra-se proximo de pH 10,5, muito acima do apresentado pelo IDA (PEREIRA, 2009). A
Figura 2.2 apresenta a estrutura dos agentes quelantes IDA e TREN.
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Figura 2.2. - Representacdo dos agentes quelantes (a) IDA (b) TREN (BRESOLIN et al., 2009)

Estudos comparativos das caracteristicas de coordenacdo dos agentes quelantes IDA
(tridentado) e TREN (tetradentado) imobilizados em géis de agarose mostraram que a capacidade
de quelagdo para os fons metalicos Cu®* sdo maiores que para os ions metélicos Ni**, para ambos
os agentes quelantes. Porém, partindo-se do pressuposto de que quanto mais polidentado for o
agente quelante maior é a estabilidade do quelato, e que o agente quelante TREN ¢é mais
polidentando que o agente quelante IDA, poderia entdo o agente quelante TREN ser mais estdvel.

Contudo, estudos mostraram que esta afirmagdo ndo € valida para todas as condigdes, uma
vez que parametros como natureza do tampao, valores de pH, de forca i6nica e concentracido do
ion metélico na solu¢do alimentada na coluna, além de caracteristicas intrinsecas dos atomos
doadores de elétrons dos agentes quelantes, desempenham um importante papel no que diz

respeito a estabilidade dos quelatos metélicos e capacidade maxima de adsor¢cdo de proteinas

(BRESOLIN et al., 2009).
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CAPITULO 3: MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1. GRAOS DE SOJA

Os graos de soja utilizados para a extracdo das protefnas (secdo 3.2.3) foram gentilmente
doados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) de Brasilia (amostras de

graos BRS232).

3.1.2. IMUNOGLOBULINA G HUMANA

A imunoglobulina G humana (IgG), com pureza de minima de 95% e concentragdo de

160 mg/mL, foi adquirida da CSL Behring, Alemanha.

3.1.3. REAGENTES

O gel de agarose Sepharose 4B - contendo 4% de agarose reticulada e tamanho de
particula entre 45 a 165 um - foi obtido da GE Healthcare (EUA). Sulfato de niquel, 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acetato de sédio, carbonato de sédio, formaldeido, hexano
e isopropanol foram obtidos da Merck (Alemanha). Borohidreto de sddio, fosfato de sédio
monobasico anidro, fosfato de sédio bibasico anidro, acido cloridrico, acido acético, acido citrico,
hidréxido de sédio, acido acético, cloreto de sddio, carbonato de sdédio, metanol e etanol foram
obtidos da Synth (Brasil). L-cisteina, iodoacetamina, acrilamida, bis-acrilamida, dodecilsulfato de
sodio (SDS), glicina e N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina (TEMED) foram obtidos da BioRad
(EUA). Persulfato de amonio, 4cido 2-morfolinoetanosulfonico (MES), tris(hidroximetil)-
aminometano (Tris), tris-(2-aminoetil)amina (TREN), papaina, dcido iminodiacético (IDA),
agarose para eletroforese, polietilenoglicol (PEG 10.000), anticorpo anti-IgG humana (Fab
especifico) conjugado com peroxidase (produzido em cabra), glicerol, e os géis agarose-

proteina G (4% de agarose altamente reticulada, Fast Flow) e agarose-proteina L (6% de agarose
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reticulada) foram obtidos da Sigma (EUA). Ditiotrietol foi obtido da Plusone (Suécia). Azul de
Comassie brilhante G 250, glutaraldeido e azul de bromofenol foram obtidos da Vetec (Brasil).
Para os ensaios de eletroforese utilizaram-se marcadores de alta e baixa massa molecular, ambos
provenientes de kits da GE Healthcare (Suécia). O marcador de alta massa molecular é
constituido das seguintes proteinas: miosina (220 kDa), a2-macroglobulina (170 kDa), B-
galactosidase (116 kDa), transferina (76 kDa) e desidrogenase glutamica (53 kDa). O marcador
de baixa massa molecular contém as seguintes proteinas: fosforilase b (97 kDa), albumina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-
lactalbumina (14,4 kDa). Para as andlises de Western blot utilizaram-se anticorpo anti-IgG
humana (Fab especifico produzidos em cabra e conjugados com peroxidase) da Sigma (EUA),
membrana de nitrocelulose Trans-Blot da BioRad (EUA) e marcador full Range Rainbow da GE
Healthcare (Suécia). Este marcador contém as seguintes massas moleculares: 225 kDa (azul), 150
kDa (vermelho), 102 kDa (verde), 76 kDa (amarelo), 52 kDa (pdrpura), 38 kDa (Azul), 24 kDa
(laranja),17 kDa (azul), 12 kDa (vermelho). Foi utilizada dgua ultrapura purificada por sistema

Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparacao de todas as solucdes.

3.2. METODOS

3.2.1. OBTENCAO DA FARINHA DE SOJA

Os graos de soja foram moidos em moinho de facas (Tecnal TE-648, Brasil) e a farinha

obtida foi peneirada em peneira de abertura de 0,50 mm utilizando-se a fracdo passante.

3.2.2. DESENGORDURAMENTO DA FARINHA DE SOJA

O desengorduramento da farinha de soja foi feito conforme o protocolo descrito por
ROBIC (2005) utilizando aparelho tipo soxhlet (Laborglas, Brasil). A extragdo da gordura
presente em 100 g de farinha foi feita a 60°C com 400 mL de hexano (Merck, Alemanha) durante
6 horas. Apds isso, a farinha de soja desengordurada obtida foi deixada por 8 horas a temperatura

ambiente na capela para a evaporagdo do hexano.
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3.2.3. EXTRACAO DAS PROTEINAS DE SOJA

Para a extragdo das proteinas da soja foram pesados 5 g de farinha desengordurada em
béquer de 250 mL, no qual foram adicionados 100 mL de tampao fosfato de sédio S0 mmol/L pH
7,0. Agitou-se a mistura em agitador mecanico modelo Q-251D (IKA Labortechnic, Alemanha)
com impelidor tipo pa inclinada a 500 rpm por 30 minutos e temperatura de 20°C. Apds tal
procedimento, a solugdo obtida foi centrifugada a 10000 g, por 20 minutos a 5°C em centrifuga
5804R (Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana com didmetro
nominal de corte de 3 um (Inlab, Brasil), utilizando-se de bomba a vicuo (Quimis, Brasil). O

extrato de proteina de soja obtido foi guardado em freezer a -20°C (ROBIC, 2005).
3.2.4. FRAGMENTACAO DA IgG COM PAPAINA

A fragmentacdo de IgG humana foi realizada segundo método desenvolvido por
Ternyncky e Avrameas (1987) utilizando-se papaina. Para a fragmentacdo utilizou-se solugdo
com concentracdo final de 20 mg/mL de IgG contendo 1% de papaina. O volume final da reacao
foi de 1,7 mL, assim foi necessdrio uma solucao inicial de 1,0 mL contendo 30 mg de IgG, na
qual se adicionou 0,085 mL de EDTA 0,04 mol/L, 0,085 mL de L-cisteina 0,2 mol/L e 0,3 mL de
papaina 1 mg/mL. Por fim adicionou-se 0,23 mL de tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7.4.
Esta solucdo foi colocada em banho maria a 37°C por 2 horas e, ao término deste periodo,
adicionou-se 0,17 mL de iodoacetamina 0,4 mol/L para interromper a reacdo € completou-se o
volume da reacdo para 2,5 mL com fosfato de sédio 100 mmol/mL pH 7,4. Apos isso, a solugdo
final permaneceu a temperatura ambiente por 30 minutos sendo posteriormente estocado em

freezer -20°C.
3.2.5. ISOLAMENTO DOS FRAGMENTOS Fab

Para a separacao do fragmento Fab a partir da soluc¢do de clivagem da IgG com papaina,

foi empregada a técnica de cromatografia por afinidade utilizando-se duas colunas
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cromatogréificas conectadas em série (in-tandem), a primeira coluna contendo o gel agarose-
proteina G e a segunda contendo o gel agarose-proteina L. A proteina-G, tendo afinidade pela
porcao Fc da IgG, é capaz de capturar IgG intacta e fragmentos Fc, enquanto que a proteina-L,
por ter afinidade pela cadeia leve do tipo kappa das imunoglobulinas, é capaz de adsorver os
fragmentos Fab contendo essas cadeias. As colunas com 5 mL de gel agarose-proteina-G e 5 mL
de gel agarose-proteina-L foram ligadas em série e equilibradas com 10 volumes de coluna de
tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7,4. Em seguida, foi feita a injecdo das amostras da
solug@o de IgG humana digerida. Apds isso, a etapa de lavagem foi realizada com tampao fosfato
de s6dio 100 mmol/L pH 7.4 até normalizacdo da linha de base.

Terminada esta etapa, as colunas foram separadas e fez-se a eluicio das moléculas
adsorvidas com tampao glicina-HCl 100 mmol/L pH 3,0, até a normaliza¢do da linha de base,
fracionando-se a cada 2 mL. Somente a coluna contendo o adsorvente agarose-proteina L possui
a capacidade de reter os fragmentos Fab, por isso apenas as fragdes correspondentes a sua elui¢ao
foram utilizadas no trabalho. Tais fracdes tiveram seu pH estabilizados com 100 puL de tampao
1,0 mol/L Tris-HCI pH 8,0. As fracOes provenientes da elui¢do da coluna contendo proteina G
como ligante foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE e em seguida, descartadas. Ao
término da etapa de eluicdo, ambas as colunas foram estabilizadas com tampao de equilibrio e
lavadas com 4gua Milli-Q; tais procedimentos foram realizados segundo recomendagdo do
fabricante. As fracdes contendo o fragmento Fab foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE e

estocadas em freezer a -20°C.

3.2.6. ATIVACAO DO GEL DE AGAROSE COM EPICLORIDRINA

A ativacdo do gel de agarose foi feita com epicloridrina de acordo com o protocolo
descrito por HEMDAN e PORATH (1985). Primeiramente a agarose foi degaseificada em
sonicador por 60 min. Apods isso, filtrou-se 20 g de gel em vidro sinterizado que, posteriormente
foi adicionado a um frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 5,0 mL de epicloridrina, 50,0 mL de
NaOH 2,0 mol/L e 0,266 g de boroidreto de s6dio (NaBH4). O frasco Erlenmeyer foi colocado
em agitador orbital sob agitagdo de 50 rpm a temperatura de 25°C durante 15 min. Seguindo esta
reacdo, foram gotejados simultaneamente 50,0 mL de NaOH e 23,3 mL de epicloridrina a uma

30



vazdo de 0,27 e 0,13 mL/min, respectivamente, para evitar o aumento de temperatura durante a
reacdo. A suspensao foi deixada sob agitacdo por um periodo de 16 h a 25°C. Apds este periodo,
o gel foi lavado em funil de vidro sinterizado sob vicuo com dgua Milli-Q, em capela, até que o
pH da 4gua de lavagem (descarte) fosse igual ao pH da dgua Milli-Q, indicando que todo o
excesso de solucdo foi removido (solucdo com epicloridrina, NaOH e NaBH4 com pH em torno

de 10,0). O gel ativado foi armazenado em etanol a 6°C.

3.2.7. IMOBILIZACAO DO TREN E IDA

A imobilizacdo do tris-(2-aminoetil)amina (TREN) foi realizada como descrito por
BODEN et al(1995). Preparou-se uma solucao contendo 5,0 mL de TREN (96 % m/v) em 25,0
mL de dgua Milli-Q (o frasco contendo o reagente TREN foi aberto em uma capela com
atmosfera de argbnio, uma vez que o mesmo adsorve umidade e CO, do ar). Em um frasco
Erlenmeyer colocou-se a agarose previamente ativada e a solu¢do contendo TREN, que foram
mantidos sob agitacdo por 48 h a temperatura ambiente em capela. Apos este periodo, o gel foi
lavado com agua Milli-Q, até verificacao de valores semelhantes entre o pH da dgua ultrapura e
da 4gua de lavagem, indicando a remocao do excesso de TREN do gel.

A imobiliza¢do do dcido imidioacético (IDA) foi realizada como descrito por PORATH e
OLIN (1983). Preparou-se uma solucdo contendo 26 g de IDA em 65 mL de NaOH 2 mol/L pH
10,0. Em paralelo, foi preparado 65,0 mL de outra solu¢do contendo carbonato de s6dio 2 mol/L.
Misturou-se as solucdes de IDA e carbonato mantendo o pH 10,0. A solucdo resultante foi
adicionada a agarose previamente ativada e mantida sob agitacdo por 24 h a 65°C. Apds o
término deste periodo, a matriz foi lavada com &4gua ultra pura, até verificacdo de valores
semelhantes entre o pH da dgua ultrapura e da dgua de lavagem, indicando a remog¢ao do excesso

de IDA do gel.

3.2.8. EXPERIMENTOS CROMATOGRAFICOS

Nos experimentos cromatograficos utilizaram-se colunas cromatograficas modelo C 10/20

de 10 mm de didmetro interno por 20 cm de altura (GE Healthcare, EUA), empacotadas com 3,0
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mL de gel agarose-TREN e agarose-IDA. As colunas foram conectadas a um sistema de
cromatografia de baixa pressdao (Bio-Rad, EUA). Os experimentos foram conduzidos a uma
vazao de 0,5 mL/min. Inicialmente, a coluna contendo IDA foi saturada com 50 mmol/L de
sulfato de niquel em 4gua e a coluna contendo TREN foi saturada com solucdo contendo 50
mmol/L de sulfato de niquel em acetato de s6dio 20 mmol/L pH 6,5 (SHARMA E AGARWAL,
2002). Em seguida as colunas foram lavadas com 10 volumes de coluna utilizando o tampao de
dessorcao conforme o experimento (fosfato de sédio 25 mmol/L pH 4,0; Tris-HCI 700 mmol/L
pH 7,0; Mes 25 mmol/L 300 mmol/L de imidazol, pH 6,5 e fosfato de sédio 25 mmol/L, 300
mmol/L de imidazol pH 7,0), a fim de se retirar o metal fracamente quelatado. As colunas foram
equilibradas com 10 volumes de coluna com os tampdes Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0, Mes 25
mmol/L pH 6,5 e fosfato de s6dio 25 mmol/L pH 7,5. As colunas também foram equilibradas
com estes mesmo tampdes contendo 1,0 mol/L. de NaCl, de acordo com cada experimento. Com
as colunas devidamente equilibradas, injetou-se a amostras contendo proteinas da soja,
fragmentos Fab ou proteinas da soja acrescidas de fragmentos Fab, estando a concentracdo de
aproximadamente 1 mg/mL e o volume em torno de 2 mL, salvo alguns experimentos especificos
em que a amostra injetada apresentada valores diferentes.

A lavagem foi realizada com o mesmo tampao utilizado para equilibrar a coluna e, em
seguida, a eluicdo foi realizada por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol nos tampdes de
equilibrio fosfato de s6dio e Mes, por abaixamento de pH (acetado de sédio), ou aumento da
concentracdo de Tris no tampdo de equilibrio (Tris-HCI). A cromatografia com eluicio em
gradiente linear de pH, foi realizada no sistema de cromatografia de baixa pressdio AKTA Purifier
(GE Healthcare, EUA). O gradiente de valores de pH utilizado foi de 7,5 a 4,0, sendo que para a
faixa de pH 7,5 a 6,0 utilizou-se tampao fosfato de sédio 25 mmol/L. com 1,0 mol/L de NaCl e
para a faixa de valores de pH 6,0 a 4,0, acetato de s6dio 25 mmol/L contendo 1,0 mol/L de NaCl.
Finalizada a elui¢do, a coluna foi regenerada com EDTA 50 mmol/L e, posteriormente, com
NaOH 20 mmol/L. Ao término da regeneracdo, as colunas foram lavadas com dgua Milli-Q e

armazenadas em geladeira. Os experimentos foram realizados em duplicata, no minimo.
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3.2.9. DETERMINACAO DA CURVA DE RUPTURA

Para avaliar a capacidade dindmica dos adsorventes foram realizados curvas de ruptura
em coluna cromatogréfica contendo 1,0 mL de gel de agarose com os agentes quelantes IDA e
TREN imobilizados. As colunas contendo o gel foram carregadas com sulfato de niquel 50
mmol/L, lavadas com o tampao de dessorcao e equilibradas com o tampao de adsor¢do, seguindo
o procedimento descrito no item 3.2.8. Em seguida, a coluna foi alimentada com 20 mL de
extrato proteico de soja contendo fragmentos Fab (aproximadamente 30% de proteinas da soja e
70% de fragmento Fab). Ao término da alimentacdo, a coluna foi lavada com o tampao de
equilibrio. A eluicdo e a regeneracdo foram realizadas de acordo com os passos descritos em
3.2.8. Na cromatografia negativa, o ponto de ruptura foi definido como sendo o ponto no qual se
inicia a detec¢do de proteinas da soja no flowthrough. Na cromatografia tradicional, o ponto de
ruptura foi definido como sendo o ponto no qual se inicia a deteccdo de fragmentos Fab no

Sflowthrough.
3.2.10. METODOS ANALITICOS
3.2.10.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

Para a determina¢do da concentragcdo de proteina total nas amostras, utilizou-se o0 método
descrito por BRADFORD (1976), com albumina do soro bovino e IgG humana como proteinas
de referéncia.

A quantificacdo de fragmento Fab foi realizada em triplicata, por imunodifusio radial,
segundo o protocolo proposto por LU e MILLER (1996). O gel para a imunudifusao radial foi
preparado com 1,2% de agarose e 2% de PEG 10.000 dissolvidos em 500,0 mL de tamp@o Tris-
HC1 90 mmol/L, 4cido bérico 90 mmol/L e EDTA 3 mmol/L pH 8,3, deixados em banho maria a
90°C sob agitacdo por 30 minutos. Apds total dissolugdo da agarose, a solucdo foi resfriada até
atingir 55°C e adicionou-se o anticorpo anti-IgG humana (Fab especifico) conjugado com
peroxidase na propor¢do de 1/100 anti-IgG para agarose. A agarose contendo o anti-IgG foi
vertida imediatamente em filme transparente de poliéster (gel bond).
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Apo6s a gelificardo foram feitos pocos de aproximadamente 2 mm de raio, onde foram
colocadas 10,0 uL das amostras selecionadas. O gel foi colocado em camara imida por 48 horas.
Em seguida, o mesmo foi seco e corado com solug@o de coloracio (90,0 mL de etanol, 20,0 mL
de 4cido acético, 90,0 mL de dgua Milli Q e 1,0 g de Coomassie brilliant blue R-250) por 30
minutos. Passado este tempo, o gel foi descorado com repetitivas lavagens com solucdo
descorante (90,0 mL de etanol, 20,0 mL de 4cido acético e 90,0 mL de dgua Milli Q). Os halos
apresentados no gel decorrentes da reacdo antigeno-anticorpo foram medidos utilizando-se um
paquimetro e as concentragdes das amostras analisadas foram determinadas com a curva analitica
(determinada com concentragdes conhecidas de fragmento Fab de alta pureza (grau de pureza de

95%, Calbiochem, EUA).

3.2.10.2. ELETROFORESE SDS-PAGE

Para andlise das proteinas obtidas em diferentes etapas do experimento cromatogrifico
utilizou-se a técnica de eletroforese SDS-PAGE em aparelho Mini Protean III (BioRad, EUA),
utilizando gel na concentragdo de 7,5% e 12% em acrilamida para os experimentos realizados
contendo extrato proteico de soja e 10% para os experimentos realizados somente com fragmento
Fab humano. As amostras foram tratadas com tampdo contendo SDS (sem adicdo de f-
mercaptoetanol) e aquecidas em banho maria a 100°C por 8 minutos, conforme protocolo
apresentado por LAEMMLI (1970). Para anélise das bandas no gel utilizou-se marcador de baixa
massa molecular nos géis de 10% e 12% e marcadores de alta massa molecular nos géis de 7,5%
e 10% em acrilamida, além de amostras de fragmento Fab e IgG de alta pureza. A coloragdo do

gel foi realizada com nitrato de prata, conforme MORRISSEY (1981).

3.2.10.3. ELETROFORESE DE FOCALIZACAO ISOELETRICA (IEF)

A eletroforese de focalizagdo isoelétrica foi realizada em aparelho de eletroforese
PhastSystem (Pharmacia, Suécia), com géis de gradientes de pH de 3 a 9 (GE Healthcare, EUA),

de acordo com o método descrito pelo fabricante. Utilizou-se o kit contendo as seguintes
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proteinas como marcadores de pl: tripsinogénio, pl 9,30; lectina, pl 8,65; lectina, pl 8,45; lectina,
pl 8,15; mioglobina de cavalo, pI 7,35; mioglobina de cavalo, pl 6,85; anidrase carbonica 11
humana, pl 6,55; anidrase carbonica II humana, pl 5,85; B-lactaglobulina A, pl 5,20; tripsina
inibidora de soja, pI 4,55; amiloglucosidade, pI 3,50 (GE Healthcare, EUA). A coloragdo do gel
foi realizada com nitrato de prata, também de acordo com o protocolo desenvolvido pelo

fabricante.

3.2.10.4. WESTERN BLOT

As proteinas separadas por eletroforese SDS-PAGE em gel de 12% em acrilamida, os
fragmentos Fab foram transferidas para a membrana de nitrocelulose (BioRad, EUA) em tampao
de transferéncia (25 mmol/L de Tris-HCI, 192 mmol/L. de glicina e metanol 20% v/v) no
equipamento Mini Transblotting (BioRad, EUA), aplicando-se uma voltagem de 100 V por uma
hora. A transferéncia dos fragmentos foi verificada através da presenca do marcador Full Range
Rainbow (GE Healthcare, EUA) na membrana de nitrocelulose. Confirmada a presenga do
marcador, a membrana de nitrocelulose, foi mergulhada em tampao de bloqueio (leite em pd 5%
e Tween 20 0,1% em PBS) por 1 hora. Em seguida, removeu-se o tampao de bloqueio e
adicionou-se solugdo de lavagem (0,1 g de Tween 20, para 100 mL de PBS) por 5 minutos sob
agitacdo. Este procedimento foi repetido por trés vezes. Em seguida, adicionou-se o anticorpo
anti-IgG humana (Fab especifico) conjugado com peroxidase, apropriadamente diluido em
tampdo de bloqueio sem adi¢do de Tween (PBS contendo 2% de leite desnatado) e deixado em
temperatura ambiente por 1 hora. Apds esta etapa, descartou-se a solugcdo contendo o anticorpo e
adicionou-se tampao de lavagem por 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se tampao de
substrato (1,0 mL de diaminobenzidina a 6 mmol/L, 5 uL. de H,O, 30% e 9,0 mL de Tris-HCI 50
mmol/L pH 7,4) até aparecimento das bandas. A recao foi interrompida pelo descarte do tampao
de substrato e adi¢do de dgua Milli Q. Todo o procedimento de Western blot foi realizado

baseado no procedimento proposto por TOWBIN e colaboradores (1979).
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3.2.10.5. DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE ION METALICO IMOBILIZADO

Para se determinar a quantidade de fon metalico imobilizado, utilizou-se colunas contendo
1,0 mL de gel agarose-IDA e agarose- TREN, as quais foram alimentadas até a saturacdo com
solucdo de sulfato de niquel 50 mmol/L. Em seguida, as colunas foram lavadas com 10 volumes
de coluna de dgua ultra pura e com tampao de elui¢cdo. Removidos os fons metélicos fracamente
quelatados, eluiu-se os fons metdlicos imobilizados com 10 mL de EDTA 50 mmol/L pH 7,0. A
quantidade de fons niquel presente na eluicdo com EDTA foi determinada em espectrofotdmetro
de absor¢do atdmica de chama (modelo Analyst 100 da PERKIN ELMER, EUA), seguindo

procedimentos fornecidos pelo fabricante.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sao abordados os resultados obtidos da purificacdo do fragmento Fab
humano ndo recombinante adicionado artificialmente ao extrato proteico de grdos de soja nao
transgénicos pela técnica de cromatografia de afinidade por fons metalicos imobilizados (IMAC).
Em sequéncia sdo apresentados, primeiramente, os dados referentes a adsor¢do das proteinas
nativas da soja (sem adi¢do de fragmentos Fab) em IMAC em diferentes sistemas tamponantes
(Mes/ imidazol, fosfato de sdédio/imidazol, fosfato de sddio/acetato de sédio, Tris-HCI/Tris-HCI).
Selecionadas as condi¢cdes que propiciaram a maior retencdo das proteinas da soja nos
adsorventes IMAC, experimentou-se estas condi¢des para os fragmentos Fab produzidos através
da digestao de IgG por papaina e pré-purificados por cromatografia de afinidade. Finalmente sao
apresentados os resultados obtidos dos experimentos cromatograficos com o extrato protéico de
soja acrescido de fragmento Fab; Para avaliar a purificacdo dos fragmentos realizou-se andlise
qualitativa dos fragmentos Fab por SDS-PAGE e Western blot e quantitativa, pela técnica de

imunodifusao radial (RIA).

4.1. PROTEINAS EXTRAIDAS DOS GRAOS DE SOJA

De acordo com ALLAN e SIDNEY (1972), as proteinas nativas das sementes de soja
possuem massas moleculares que variam de 7,9 a 356 kDa. Neste trabalho, a preparagdo do
extrato proteico de soja foi obtido por extragdo de proteinas de graos de soja em tampao fosfato
50 mmol/L, pH 7,0, condicdo que melhor favorece a extracdo das proteinas de soja segundo
Robic (2005) (entre 5,0 a 5,5 mg/mL). De acordo com a massa molecular das proteinas da soja
observadas na eletroforese SDS-PAGE da Figura 4.1., foi realizado uma comparagdo com as
massas moleculares das proteinas lipoxigenase, hemaglutinina, B-amilase, alantoinase, a-
conglicinina e inibidor de tripsina, descritas por ALLAN e SIDNEY (1972) e ROBIC (2005).
Com isto, foi possivel observar proteinas com massa molecular semelhante, como mostrado no

perfil eletroretico da Figura 4.1.
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Figura 4.1. Eletroforeses SDS-PAGE do extrato proteico de soja. Amostras em condigdes
desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. (H) marcador de alta massa
molecular; (L) marcador de baixa massa molecular; (S) extrato de proteinas da soja.

Comparou-se também o perfil eletroforético das proteinas de soja extraidas neste trabalho
com aquele obtido por Pereira (2009) que realizou o mesmo processo de extracdo com graos de
soja da marca Jasmine (PR, Brasil), lote 402. Observa-se uma pequenas variacdes na disposi¢do
das proteinas e bandas mais bem definidas referentes a Hemoglutinina e a Lipoxigenase; estas
pequenas variacdes podem estar relacionadas ao fato de os grios de sojas utilizados ndo serem os
mesmos, € pequenas variagdes em suas composi¢des proteica. Contudo, de maneira geral, os

perfis eletroforéticos de ambos se assemelham em sua composic¢ao.

4.2. PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS Fab POR CROMATOGRAFIA DE
AFINIDADE (COLUNAS IN TANDEM)

Obteve-se os fragmentos Fab por cromatografia de afinidade bioespecifica em
procedimento realizado com duas colunas colocadas em série, a primeira coluna contendo o gel
agarose-proteina-G, seguida da segunda coluna contendo o gel agarose-proteina-L (descrito no
item 3.2.5). Os fragmentos Fab foram recuperados nas fracdes de eluicio da coluna
cromatogrifica empacotada com agarose-proteina-L, como mostrado no perfil eletroforético
apresentado na Figura 4.2. Utilizou-se estas duas colunas com o intuito de remover os fragmentos
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Fc e IgG nao clivada nas fracdes de lavagem das colunas em série e recuperar somente O
fragmento Fab nas fragdes de eluicdo da coluna agarose-proteina-L. Contudo, observa-se na
Figura 4.2 a presenca de fragmentos Fab na etapa de eluicdo da coluna agarose-proteina G.
Segundo DERRICK e WIGLEY, (1994), a proteina-G apresenta 3 dominios, dois dos quais
apresenta afinidade pela regido Fc da IgG e um que apresenta afinidade pela regido Fab. Nos
experimentos de purificagdo de fragmentos Fab por afinidade bioespecifica foi constatado a
presenca de IgG ndo clivada nas fragdes de elui¢do da coluna de agarose-proteina-L. Este fato
pode ser explicado pela ineficiente captura da IgG pela agarose-proteina-G (IgG ndo clivada

obtida no flowthrough da coluna agarose-proteina G).

| <«—Fragmentos clivados

M G B I ELEL EG

Figura 4.2. - Perfil eletroforético dos fragmentos Fab obtidos por purificacdo da IgG humana
digerida por papaina, por cromatografia de afinidade em Proteina-G seguido por Proteina-L. (M)
Marcador de baixa massa molecular; (G) Marcador de IgG; (B) Marcador de IgG em f-
mercaptoetanol; (I) Injecdo contendo solucdo de IgG clivada por papaina; (EL) fracdo recuperada
na etapa de eluicao da cromatografia de afinidade com proteina L; (EG) fracdo recuperada na
etapa de eluicdo da cromatografia de afinidade com proteina G.

4.3. ADSORCAO DE PROTEINAS NATIVAS DO GRAO DE SOJA NOS QUELATOS
TREN-Ni(II) E IDA-Ni(II)

Os experimentos cromatograficos iniciais foram conduzidos com extrato proteico de soja

isentos de fragmentos Fab, a fim de avaliar o perfil de adsor¢do das proteinas nativas de soja em
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agarose—IDA-Ni(Il) e agarose-TREN-Ni(II). Nesta etapa utilizaram-se os sistemas tamponantes
(tampao de adsorcao/tampao de elui¢cdo): fosfato de s6dio 25 mmol/L/fosfato de s6dio 25 mmol/L
com 300 mol/L imidazol; fosfato de sédio 25 mmol/L/acetato de s6dio 25 mmol/L; Mes 25
mmol/L/Mes 25 mmol/L. com 300 mmol/L. imidazol e Tris-HCl 50 mmol/L/Tris-HCI 700
mmol/L. Tais concentracdes foram usadas baseando-se em experimentos realizados por
PEREIRA (2009) em agarose-TREN sem metal, com excecao do tampao de adsorcao Tris-HCI o
qual utilizou concentracdo de 50 mmol/L, com o intuito de aumentar a seletividade, uma vez que
o Tris age como um agente competidor pelo sitio de ligacdo da proteina em IMAC (SERPA et. al,
2005). Os valores de pH dos tampdes de adsor¢do utilizados variaram entre 6,5 a 7,5, (fosfato de
sodio a pH 7,5, Tris-HCI a pH 7,0 e Mes a pH 6,5) e os tampdes de elui¢do tiveram o pH igual
aos seus respectivos tampdes de adsor¢do, com excecao do tampao acetato de sodio utilizado em
pH 4,0. Estes valores de pH foram utilizados baseando-se em experimentos preliminares
realizados por PEREIRA (2009). Com o intuito de se estudar o efeito da adi¢do do sal na
adsor¢do das proteinas do extrato de graos de soja por IMAC, as cromatografias foram realizadas
com e sem adi¢d@o de 1,0 mol/L de NaCl nos tampdes de adsor¢do e elui¢do. Os resultados obtidos
para a adsor¢do de proteinas de extrato de grdos de soja ndo transg€nicas nos adsorventes
agarose-IDA-Ni(Il) e agarose-TREN-Ni(II) estao apresentados nas Figuras 4.3,4.4, 4.5 e 4.6.

Os experimentos cromatograficos com extrato protéico de soja no sistema tamponante
fosfato de sddio/acetato de s6dio ndo foram realizados para o adsorvente agarose-TREN-Ni(II)
(tanto na auséncia como na presenca de sal), visto que hd desprendimento do ion metélico em
valores de pH abaixo de 5,0. O efeito do pH na capacidade de quelagdao do Ni(Il) pelo agente
quelante TREN foi estudado por SHARMA e AGARWAL (2002), tendo determinado que a
capacidade de quelagdo do TREN diminui 6,8% em valores de pH abaixo de 6,0 e mais de 28%
em valores de pH abaixo de 5,0, fato relacionado com a protonacdo dos quatro atomos de
nitrogénio doadores de elétrons presentes no TREN.

Observa-se, para ambos adsorventes (Figuras 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6), maior retencdo das
proteinas do extrato de soja nos sistemas tamponantes na auséncia de sal, sendo que para o
quelato  TREN-Ni(II), nas condi¢cdes tamponantes Mes/imidazol, fosfato/imidazol e Tris-
HCI/Tris, muitas proteinas da soja foram dessorvidas na etapa de regeneracao do adsorvente com
NaOH.
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Figura 4.3. Adsor¢do de proteinas do extrato de grios de soja em adsorventes IMAC tampao sem acréscimo de NaCl. Volume de leito
igual a 3,0 mL. (¥)IDA-Ni(II) (l)TREN-Ni(II). Massa total de proteina de soja (mg): (a) ndo retida em diferentes sistemas
tamponantes; (b) obtida na etapa de eluicdo; (c) obtida na etapa de regeneracao. Sistemas tamponantes: Adsor¢ao Mes 25 mmol/L pH
6,5; Lavagem Mes 25 mmol/L pH 6,5 e elui¢gdo Mes 25 mmol/L com 300 mmol/L de imidazol pH 6,5. Adsor¢ao fosfato de sddio 25
mmol/L pH 7,5; Lavagem fosfato de sédio 25 mmol/L pH 7,5; elui¢do fosfato de sédio 25 mmol/L. com 300 mmol/L de imidazol pH
7,5. Adsorc¢ao fosfato de s6dio 25 mmol/L pH 7,5; Lavagem fosfato de sédio 25 mmol/L pH 7,5; elui¢do acetato de sédio 25 mmol/L.
pH 4,0. Adsorc¢do: Tris-HC1 50 mmol/L pH 7,0; Lavagem Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0; elui¢do com Tris-HC1 700 mmol/L pH 7,0.



Sistemas tamponantes com 1,0 mol/L de NaCl
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Figura 4.4. Adsorc¢do de proteinas do extrato de graos de soja em adsorventes IMAC tampao sem acréscimo de NaCl. Volume de leito
igual a 3,0 mL. (¥)IDA-Ni(Il) (M)TREN-Ni(I). Massa total de proteina de soja (mg): (a) ndo retida em diferentes sistemas
tamponantes; (b) obtida na etapa de elui¢do; (c) obtida na etapa de regeneracdo. Sistemas tamponantes: Adsor¢do Mes 25 mmol/L pH
6,5; Lavagem Mes 25 mmol/L pH 6,5 e eluicio Mes 25 mmol/L com 300 mmol/L de imidazol pH 6,5. Adsorcdo fosfato de sédio 25
mmol/L pH 7,5; Lavagem fosfato de sédio 25 mmol/L pH 7,5; elui¢do fosfato de sédio 25 mmol/L. com 300 mmol/L de imidazol pH
7,5. Adsorcao fosfato de s6dio 25 mmol/L pH 7,5; Lavagem fosfato de s6dio 25 mmol/L pH 7,5; elui¢do acetato de s6dio 25 mmol/L
pH 4,0. Adsorc¢@o: Tris-HC1 50 mmol/L pH 7,0; Lavagem Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0; elui¢do com Tris-HCI 700 mmol/L pH 7,0.



Experimento sem acréscimo de sal
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Figura 4.5. Perfis eletroforéticos (SDS-PAGE sob condicdes ndo redutoras, gel com
concentracdo de 12%) das fragdes obtidas das cromatografias em gel de agarose-TREN-Ni(Il) e
agarose-IDA-Ni(Il) para proteinas nativas de soja nos diferentes sistemas tamponantes na
auséncia de sal (NaCl) (M) Marcador de massa molecular; (I) Injecdo (proteinas do extrato de
soja); (L) Pool das fracdes de lavagem; (E) Pool das fragdes de eluicdo; (E1) Eluicao, fragcdo 22;
(E2) Eluicdo, fracdo 23; (E3) Eluicdo, fragdo 24; (R) Pool das fragdes de regeneracdo com
EDTA; (N) Pool das fracdes de regeneracdo com NaOH.
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Experimentos com tampoes acrescidos de sal
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Figura 4.6. Perfis eletroforéticos (SDS-PAGE sob condi¢des ndo redutoras, gel com
concentracdo de 12%) das fracdes obtidas das cromatografias em gel de agarose-TREN-Ni(Il) e
agarose-IDA-Ni(Il) para proteinas nativas de soja nos diferentes sistemas tamponantes com
adicao de sal (NaCl). (M) Marcador de massa molecular; (I) Injecdo (proteinas do extrato de
soja); (L) Pool das fragdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de elui¢do;(E1) Pool Eluicao fracdes
13 a 15; (E2) Pool Eluigao fragdes 16 a 18; (R) Pool das fragdes de regeneracdo com EDTA; (N)

Pool das fracdes de regeneracdo com NaOH.

44



Na auséncia de sal, as interagdes eletrostdticas sdo predominantes em relacdo as ligacdes
de coordenacdo, promovendo forte retencdo das proteinas no quelato imobilizado. Este
comportamento poder ser justificado, pois a maioria das proteinas da soja apresenta valores de pl
inferiores a 6,1 (ALLAN e SIDNEY, 1972) e nos valores de pH estudados, as proteinas da soja
encontram-se carregadas negativamente, enquanto que o ligante TREN (ponto de carga nula em
torno de 10,5, de acordo com informacdes do fabricante) encontra-se carregado positivamente
(PEREIRA, 2009).

Na auséncia de sal no tampdo de adsorcdo, a retencdo das proteinas da soja no quelato
TREN-Ni(II) (TREN, tetradentado) foi maior que em IDA-Ni(Il) (IDA, tridentado),
diferenciando dos resultados obtidos por PORATH e OLIN (1983). Estes autores observaram que
a capacidade de adsorcdo de proteinas em complexos Me(Il)-quelante seguiam a seguinte ordem

(com o sal NaCl presente no tampao de adsor¢do):

Me(ID-IDA® > Me(ID-NTA* > Me(I)-CM-Asp* > Me(ID-TREN* > Me(I)-TED’ (Os
sobrescritos referem-se a polidentacdo dos agentes quelantes: tridentado (3), tetradentado (4) e

pentadentado (5)) (SHARMA e AGARWAL, 2002).

As fases mdveis que ndo promoveram a adsor¢do das proteinas presentes no extrato de
soja foram excluidos dos estudos com o spiking de fragmentos Fab. Selecionou-se, portanto, as
condi¢cdes em que a maioria das proteinas nativas do extrato de soja foram adsorvidas (maioria
das proteinas obtidas nas etapas de elui¢do ou regeneracdo do adsorvente). Essas condi¢des foram
selecionadas pois visa-se, a seguir explorar a purificacdo dos fragmentos Fab por cromatografia
negativa (para uma purificacao ideal, os fragmentos Fab devem ser obtidos na etapa de lavagem).

Baseando no exposto acima, selecionou-se os seguintes adsorventes e as condigdes

tamponantes dos experimentos realizados sem e com acréscimo de sal no sistema tamponante:

a) Adsorvente agarose-TREN-Ni(Il) — sistema tamponante Mes/imidazol sem adicdo de
NaCl. Selecionou-se esta condi¢do por apresentar baixa quantidade de proteinas de soja na etapa
de eluicdo, possibilitando explorar esta condicdo na tentativa de se obter uma separacdo dos
fragmentos Fab através de uma cromatografia negativa (1,3% das proteinas do extrato de soja
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foram obtidas na etapa de lavagem, 15,2% na etapa de eluicdo e 83,2% nas etapas de
regeneracio);

b) Adsorvente agarose-TREN-Ni(Il) — sistema tamponante Tris-HCl sem adi¢do de NaCl.
Selecionou-se esta condicdo por apresentar baixa quantidade de proteinas de soja na etapa de
lavagem, possibilitando explorar esta condi¢do na tentativa de se obter uma separacdo dos
fragmentos Fab através de uma cromatografia negativa (0,9% das proteinas do extrato de soja
foram obtidas na etapa de lavagem, 23,9% na etapa de eluicio e 84,2% nas etapas de
regeneracao);

c) Adsorvente agarose-IDA-Ni(Il) — sistema tamponante fosfato de sddio/acetato de sddio
com adi¢do de NaCl. Selecionou-se esta condi¢do por se tratar da condi¢cdo que utilizou agente
quelante IDA e apresentou menor quantidade de proteinas de soja na etapa de lavagem, podendo
assim ser explorada na separacdo dos fragmentos Fab através de uma cromatografia negativa
(9,2% proteinas de soja foram obtidas na etapa de lavagem, 80% na etapa de eluicdo, 0,8% nas

etapas de regeneragao).

Os sistema tamponantes Mes/imidazol sem adicdo de NaCl e Tris-HCl sem adicdo de
NaCl foram selecionadas por se tratar dos melhores resultados obtidos com o agente quelante
TREN-Ni(II), pois observou-se excelente retencao das proteinas da soja. Ja o quelato IDA-Ni(II)
em sistema tamponante fosfato de sddio/acetato de sédio com adigcdo de NaCl, mesmo
apresentando cerca de 9% das proteinas da soja na etapa de lavagem foi selecionado por ser o

melhor resultado obtido com o agente quelante IDA.

4.4. EXPERIMENTOS CROMATOGRAFICOS COM FRAGMENTOS Fab

Selecionadas as condi¢cdes tamponantes, foram realizados experimentos com o intuito de
verificar o perfil de adsor¢do dos fragmentos Fab humano nos adsorventes IMAC estudados. A
alimentagdo das colunas cromatograficas foi realizada com solucdo de fragmento Fab humano
purificado (purificado sequencialmente em colunas contendo os adsorventes agarose-proteina G e

agarose-proteina L, item 3.2.5 do capitulo Materiais € Métodos) (Figura 4.7. e Tabela 4.1).
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Com base nos resultados apresentados na Figura 4.7 e Tabela 4.1, tem-se, para o
adsorvente agarose-TREN-Ni(Il), que os fragmentos foram parcialmente retidos nos sistemas
tamponantes Mes/imidazol e Tris-HCI/Tris-HCI na auséncia de sal (81,3% e 59,5 dos fragmentos
foram obtidos nas etapas de lavagem para o sistema tamponante Mes/imidazol e Tris-HCl/Tris-
HCI, respectivamente). Este perfil cromatogridfico pode ser explorado para se obter uma
separacdo dos fragmentos Fab através de uma cromatografia negativa, quando adicionamos o0s

fragmentos ao extrato proteico dos graos de soja.
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Figura 4.7. SDS-PAGE sob condi¢des nao redutoras obtido das fracdes cromatogrificas com
alimentacdo de fragmentos Fab humanos: dos adsorventes e sistemas tamponantes selecionados.
SDS-PAGE sob condi¢des ndo redutoras (a) gel com concentragdo de 12%, (b) e (c¢) gel com
concentracdo de 10%. Revelacdo com nitrato de prata. (M) Marcador de baixa massa molecular;
(B) Marcador de I1gG com B-mercaptoetanol; (I) Amostra da injecdo; (L) Pool das fragdes de
lavagem; (E) Pool das fragdes de eluicdo (R) Pool das fracdes de regeneracgao.

O adsorvente agarose-IDA-Ni(II) (condi¢do tamponante fosfato de sddio/acetato de sodio
com sal) apresentou elevada retencdo de fragmentos (91% dos fragmentos Fab foram retidos pelo
gel), contrariamente ao esperado. Por meio de estudos de modelagem molecular e célculos
computacionais, TODOROVA-BALVAY e colaboradores (2004) demonstraram que o quelato
IDA-Ni(Il), na presenca de NaCl no tampdo de adsorcdo, interage com IgG humana intacta
devido a presenca de residuos de histidina nas posi¢des 433-x-435 presentes no dominio CH3 da

cadeia pesada.
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Tabela 4.1 Balan¢o de massa das cromatografias realizadas com fragmentos Fab nos adsorventes
IMAC estudados.

Fracoes TREN-Ni (II) TREN-Ni(II) IDA-Ni(II)
cromatograficas MES-imidazol sem Tris-HCI sem sal Fosfato - acetato com
sal sal
PT (mg) PT (%) PT (mg) PT (%) PT (mg) PT (%)
Injecao 3,71 100,0 1,21 100,0 1,00 100,0
Lavagem 3,01 81,3 0,72 59,5 0,08 8,0
Eluicao 0,58 15,7 0,28 234 0,91 91,0
Regeneracao 0,06 1,5 0,11 9,3 0,00 0,0
PT adsorvidas 0,64 17,3 0,39 32,2 0,91 91,0
Recuperacao 3,65 98.4 1,11 91,7 0,99 99,0

PT: proteinas totais (dosagem pelo método de BRADFORD, 1976).

Estes residuos permanecem acessiveis nos fragmentos Fc apds a clivagem de IgG humana
em fragmentos Fc e Fab. No entanto, apesar do fragmento Fab conter residuos de histidina com
menor acessibilidade, neste trabalho verificou-se experimentalmente que este fragmento interagiu
com o quelato IDA-Ni(II). A retencdo possivelmente se deve ao fato do fragmento Fc nio estar
presente na solu¢@o, ndo havendo competicdo entre os dois fragmentos pelo sitio de adsor¢ao do
quelato, propiciando, dessa forma, a adsorcdo do fragmento Fab.

Para uma melhor compreensdo do comportamento da adsor¢ao do fragmento Fab humano
nos adsorventes estudados, foi realizado por SILVA (2013) a determinagdo dos pontos
isoelétricos dos fragmentos Fab e Fc por eletroforese de focalizacao isoelétrica.

Segundo SILVA (2013), o fragmento Fab humano estudado apresentou pontos
isoelétricos na faixa de 8,65 a 9,3. Na faixa de valores de pH estudados (pH 6,5-7,5), o fragmento
Fab e o quelato TREN-Ni(II) encontram-se com carga liquida positiva. Na auséncia de sal no
tampao de adsorcdo, as interacdes eletrostiticas sdo predominantes, ocorrendo também, em
menor propor¢do, as ligacdes de coordenacdo, o que pode explicar a retencdo parcial desse
fragmento nessa condic¢ao. Na presenca de sal as ligacdes de coordenagdo sdo predominantes e a
adsor¢do do fragmento Fab no quelato IDA-Ni(II) ocorreu, possivelmente, devido a presenga de

residuos de histidina acessiveis na superficie desta proteina.
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Conforme discutido, os fragmentos Fab foram retidos em IDA-Ni(Il) (Figura 4.7.c), bem
como as proteinas da soja (Figura 4.4 e 4.6, tampao fosfato de sddio/acetato de s6dio). Como as
proteinas nativas do extrato proteico de soja e os fragmentos Fab adsorvem no quelato IDA-
Ni(II), a purificagdo do fragmento somente serd possivel por cromatografia tradicional, na etapa

de eluigdo.

4.5. PURIFICACAO DE FRAGMENTOS Fab ADICIONADO ARTIFICIALMENTE A
EXTRATO PROTEICO DE SOJA

4.5.1. PURIFICACAO DE FRAGMENTOS Fab POR CROMATOGRAFIA NEGATIVA
EM AGAROSE-TREN-Ni(II)

Tendo-se o conhecimento do perfil cromatografico das proteinas do extrato proteico de
graos de soja (apresentado nas Figuras 4.4, a 4.6) e dos fragmentos Fab (apresentado na Figura
4.7) no adsorvente agarose-TREN-Ni(Il), foram realizados ensaios cromatograficos (nas
condi¢cdes tamponantes previamente selecionadas nos estudos anteriores) para a purificacdo de
fragmentos Fab adicionados artificialmente em extrato proteico de grdos de soja por
cromatografia negativa.

Os resultados das cromatografias, eletroforeses e Western blots estdo apresentados nas
Figuras 4.8 a4.11 e os balangos de massa dessas cromatografias nas Tabelas 4.2 e 4.3.

Nas condi¢des tamponantes utilizadas (Mes pH 6,5 e Tris-HCl pH 7,0), tanto a matriz
como o fragmento Fab (ponto isoelétrico na faixa de 8,65 a 9,30) se encontram carregados
positivamente, ocorrendo a repulsdo entre os fragmentos Fab e a matriz cromatografica,
favorecendo a obtencdo do fragmento Fab na etapa de lavagem (eletroforeses das Figuras 4.8 e
4.10 e Western blots das Figuras 4.9 e 4.11). As Tabelas 4.2 e 4.3 também confirmam esta
hipétese, pois 79% e 84,1% dos fragmentos Fab foram obtidos na etapa de lavagem para os
tampdes Mes e Tris-HCI, respectivamente.

Quanto a pureza e o fator de purificagcdo (Tabelas 4.2 e 4.3), obteve-se a pureza de 67,7%
e 111,0% e o fator de purificagdo (valor de pureza obtido/valor de pureza da injecdo) de 1,3 e 1,9
na etapa de lavagem para os tampdes Mes e Tris-HCI, respectivamente. Quanto ao tampao Mes
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pH 6,5, PEREIRA (2009) obteve melhor resultado com o adsorvente agarose-TREN-Ni(II) nesta
condi¢do ao purificar IgG humana intacta adicionada artificialmente ao extrato proteico de soja,

obtendo IgG com 108% de pureza na etapa de lavagem.
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Figura 4.8. Perfil cromatogrifico e eletroforético das fragdes cromatogréficas da solugdo de
extrato protéico de soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-TREN-Ni(II) sem adicao de
NaCl. Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 1,0 mL. I - injecdo: 2,5
mL contendo 0,82 mg/mL de extrato protéico de soja e 0,86 mg/mL de Fab em Mes 25 mmol/L.
pH 6,5, L - lavagem: Mes 25 mmol/L pH 6,5; E — elui¢do: Mes 25 mmol/L imidazol 300 mmol/L
pH 6,5; R - regeneracdo: EDTA 50 mmol/L; N - regeneracdo com NaOH 20 mmol/L.
Eletroforese SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%. (S) Proteinas da soja; (F) Fragmento
Fab; (I) Injecdo; (L) Pool das fragdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de eluicdo; (R) Pool das
fragdes de regeneracdo com EDTA; (N) Pool das fragdes de regeneracdo com NaOH 20 mmol/L;
(H) marcador de alta massa molecular; (B) marcador de baixa massa molecular. Proteinas totais
medidas pelo método de Bradford (1976); BSA como proteina de referéncia.
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Figura 4.9. Western blot com as fracdes coletadas da cromatografia em agarose-TREN-Ni(II)
realizada com solugdo proteica de soja com spiking de fragmentos Fab com sistema tamponante
Mes/imidazol. S - Proteinas da soja; F - Fragmentos Fab; I - Injecdo; L — Pool das fracdes de
lavagem; E - Pool das fragdes de eluicdao; R - Pool das fracdes de regeneracdo com EDTA; N -
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Pool das fracdes de regeneragdo com NaOH; M - marcador de massa molecular.

Tabela 4.2 Balan¢o de massa de proteinas totais e fragmentos Fab da cromatografia em agarose-
TREN-Ni(Il) realizada com solucdo proteica de soja com spiking de fragmentos Fab no sistema
tamponante Mes/imidazol sem acréscimo de NaCl. Lavagem — Pool das amostras 4 a 10; Eluicao

- fracdo 19; Regeneracdo EDTA - fragdo 36.

Etapas PT* PT Fab ° Fab  Pureza® FP?
(mg) (%) (mg) (%) (%)
Amostra inicial 4,20+ 0,16 100,0 2,15+0,00 100,0 51,2 1,0
Lavagem 2,51 +0,06 59,8 1,70+ 0,10 79,0 67,7 1,3
Eluicao 0,43 £0,01 10,2 0,00 £ 0,00 - 0,0 0,0
Regeneracdo EDTA 0,26 + 0,01 6,2 0,00 0,00 - 0,0 0,0
Regeneracao NaOH - - - - - -
Recuperacio 3,20+ 0,04 76,2 1,70+ 0,10 79,0 - -

*Proteinas totais: massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (Bradford,1976), proteina de

referéncia [gG
°Fab medido por imunodifusio radial

‘Pureza: massa de fragmento dividida pela massa de proteina total da etapa multiplicada por 100.
4 Fator de purificagdo: razdo entre a pureza da fracio e a pureza do material alimentado.
Quantidade de Ni (II) quelatado TREN: 47,65 pmol de Ni(II)/g seca de gel.

51



(®)
220kDa

170kDa

116kDa
70kDa!
55kDa <«—Fab

0,30

B S F I L ER N H S F I L E R N

(=]
[\
(=]

,10 A

Concentracio de proteinas (mg/mL)

<« =

?
< m

<~ %
z

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Fracoes

0,00

Figura 4.10. Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatograficas da solug@o de proteina
de soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-TREN-Ni(II) sem adicdo de NaCl. Volume do
leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 1,0 mL. I - Injecdo: 2,00 mL contendo 0,50
mg/mL de soja e 0,66 mg/mL de fragmento Fab em Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,0, L — lavagem Tris-
HCI 50 mmol/L, pH 7,0; E — elui¢do Tris-HC1 700 mmol/L pH 7,0; R- regeneracio com EDTA 50
mmol/L; N — regeneracdo com NaOH 20 mmol/L. Eletroforese SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a
7,5% (S) Protefnas da soja; (I) Injecdo; (L) Pool das fracdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de
eluicdo; (R) Pool das fragcdes de regeneracdo; (N) Pool das fragdes de regeneracdo com NaOH; (H)
marcador de alta massa molecular; (B) marcador de baixa massa molecular. Proteinas totais medidas
pelo método de Bradford (1976); BSA como proteina de referéncia.
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Figura 4.11. Western blot com as fracdes coletadas da cromatografia em agarose-TREN-Ni(II)
realizada com solu¢do de proteina da soja com spiking de fragmentos Fab com sistema tamponante
Tris-HCI sem adicao de NaCl. (S) Proteinas da soja; (I) Injecdo; (F) fragmentos Fab; (L) Lavagem:;
(E) Eluicao; (R) Regeneracdo com EDTA; (N) Regeneracdo com NaOH; (M) marcador de massa
molecular.
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Tabela 4.3 Balanco de massa de proteinas totais e fragmento Fab da cromatografia em agarose-
TREN-Ni(Il) realizada com solu¢do de proteina da soja com spiking de fragmentos Fab com
sistema tamponante Tris-HCI sem adi¢do de NaCl. Lavagem — Pool das amostras 4 a 7; Eluicao -
Pool das amostras 18 a 21; Regeneracgao - fragcdo 38.

Etapas PT* PT Fab " Fab  Pureza® FP?
(mg) (%) (mg) (%) (%)
Amostra inicial 2,32 + 0,05 100,0 1,32 +0,05 100,0 56,9 1,0
Lavagem 1,00 + 0,01 43,1 1,L11+0,10 84,1 111,0 1,9
Eluicdo 0,65 +0,01 28,0 0,22+0,07 16,7 33,8 0,6
Regeneracio EDTA 0,46 + 0,00 19,8 0,00 0,00 - 0,0 0,0
Regeneracdo NaOH - - - - - -
Recuperacio 2,11 +£0,02 90,9 1,33 +0,15 100,8 - -

“Proteinas totais: massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (Bradford,1976), proteina de
referéncia IgG.

°Fab: massa determinada por imunodifusdo radial.

‘Pureza: massa de fragmento dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100.

¢ Fator de purificagdo: razio entre a pureza da fracio e a pureza do material alimentado.

Quantidade de Ni (II) quelatado ao TREN: 47,65 umol de Ni(II)/g seca de gel.

Como pode-se observar, foi obtido valores de pureza acima de 100% (108% de pureza na
purificacdo de IgG presente em soja por IMAC). A obtencao de valores acima de 100% é comum
quando se utiliza métodos distintos de quantificacdo. Neste trabalho utilizou-se para a
quantificacdo de fragmentos Fab a técnica de imunodifusdo radial e a técnica de Bradford para a
quantificagdo das proteinas totais (IgG como proteina de referéncia). Como a imunodifusao radial
se trata de uma técnica de afinidade entre o fragmento Fab e o anticorpo anti-Fab, a imunodifusao
radial é capaz de detectar com maior precisdo os fragmentos. Por outro lado, a técnica de
Bradford, utiliza a interacdo entre cadeias proteicas e um corante, apresentando maior interacao
por cadeias proteicas de maior massa molecular.

Obteve-se maior grau de pureza no experimento realizado com tampao Tris-HCI (110%)
que com o tampao Mes (67,7%), possivelmente porque a maioria das proteinas da soja apresenta
carga negativa (pl inferiores a 6,1), sendo a adsorcdo destas favorecida a pH 7,0 (observa-se na
eletroforese da Figura 4.10 a presenca das proteinas de soja nas etapas de elui¢do, regeneracao
com EDTA e regeneracdo com NaOH). No caso do tampao Mes a pH 6,5, a interacdo

eletrostdtica é menor, fazendo com que algumas proteinas da soja ndo sejam adsorvidas na fase
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estaciondria, obtendo-se proteinas da soja juntamente com os fragmentos Fab na etapa de
lavagem.

Diferentemente do observado no Western blot (Figura 4.9) e no gel de SDS-PAGE
(bandas referentes ao fragmento Fab na etapa de eluicdo, Figura 4.8), na imunodifusdo o alo de
fragmentos Fab referente a etapa de eluicdo do experimento realizado com tampao Mes nao foi
visualizado. O pH do tampao abaixo de 7,0 (eluicdo com Mes a pH 6,5 contendo 300 mmol/L de
imidazol) e a contaminacdo da fracdo eluida com proteinas do extrato proteico de soja
provavelmente tenham sido as causas da ndo complexacdo do antigeno (fragmento Fab) com o

anticorpo (anti-IgG Fab especifico) na imunodifusio radial.

4.5.2. PURIFICACAO DE FRAGMENTOS Fab POR CROMATOGRAFIA
TRADICIONAL EM AGAROSE-IDA-Ni (IT)

Para o adsorvente agarose-IDA-Ni(II), foi observado a adsor¢c@o das proteinas nativas do
extrato de soja, bem como de fragmentos Fab. Para separar os fragmentos Fab das proteinas da
soja, optou-se pela realizacdo de um gradiente de eluicdo linear de pH, com a finalidade de se
obter um perfil detalhado do comportamento da elui¢do das proteinas da soja e dos fragmentos
Fab. O gradiente linear € largamente empregado em experimentos preliminares em que ndo se
conhece o perfil de eluicdo de uma dada biomolécula para, posteriormente, se utilizar gradiente
degrau, mais reprodutivel e geralmente utilizado em processos de purificacio em larga escala
(WINZERLING et al. 1992). A Figura 4.12 e a Tabela 4.4 apresentam, respectivamente, os perfis
cromatogréfico e eletroforético e o balanco de massa do experimento realizado com gradiente
linear de pH na eluicdo, utilizando-se como alimentag¢do o extrato proteico de soja com adicao
dos fragmentos Fab (spiking) em tampao fosfato de soédio pH 7,5 com 1,0 mol/LL de NaCl. Na
Figura 4.12 a e b (coluna 5 das eletroforeses), observa-se a separacdo dos fragmentos Fab das
proteinas de soja em tampao acetato de sédio com 1,0 mol/L NaCl na faixa de valores de pH
entre 5,5 e 6,0. Para confirmar essa observacgdo, foi realizado um experimento alimentando-se a

coluna cromatografica com uma solu¢do contendo somente fragmentos Fab (Figura 4.13) e a
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eluicdo foi realizada com tampao acetato de sédio pH 5,8 contendo 1,0 mol/L de NaCl (Figura

4.13 e Tabela 4.5).
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Figura 4.12. Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatograficas das proteinas da
soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao:
0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 1,0 mL. (I) Injecdo: 2 mL (1,0 mg de soja e 0,44 mg de Fab), (L)
Lavagem: fosfato de sédio 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 7,5; (E) Elui¢do em gradiente de pH
com fosfato de s6dio 25 mmol/L de pH 7,5 a 6,0 e acetato de sédio 25 mmol/L,1,0 mol/L NaCl,
de pH 6,0 a 4,0; (R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L pH 7,0; Eletroforeses SDS-PAGE (a) gel a
12,5%; (b) gel a 7,5%. (1) Proteinas da soja; (2) fragmentos Fab; (3) Injecdo; (4) Lavagem; (5)
Eluicdo, fracao 28; (6) Eluigdo, fracdo 34; (7) Eluicdo, fracdo 42; (8) Regeneracdo com EDTA,
fracdo 64; (9) Regeneracdo com EDTA, fracdo 65; (H) marcador de alta massa molecular; (B)
marcador de baixa massa molecular. Proteinas totais medidas pelo método de Bradford (1976),
BSA como proteina de referéncia.
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Tabela 4.4 Balanco de massa em termos de proteinas totais da cromatografia realizada com
extrato proteico de soja e spiking de fragmentos Fab em coluna agarose-IDA-Ni(II)

Fracdes cromatograficas PT"(mg) %"
Injecdo 1,58 100,0
Lavagem 0,15 9,2
Eluicdo (Fragdes 19 a 57) 1,13 71,1
. 24 - 30 0,22 13,9
. 33-36 0,24 15,2
. 41 — 46 0,37 23,3
Regeneracdo EDTA fracdo 64 0,11 7,0
Recuperacao 2,22 140,5
Proteinas totais adsorvidas (mg) 1,24 -
Proteinas totais adsorvidas (mg/mL) 0,41 -

“Proteina total: massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976), BSA
como proteina de referéncia.

®Massa de protefna em cada etapa dividida pela massa de protefna inicial no processo.

Quantidade de Ni (II) quelatado ao IDA: 65,34 umol de Ni(II)/g de massa seca de gel.
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Figura 4.13. (a) Perfil cromatografico e (b) eletroforético das fragdes cromatogrificas dos
fragmentos Fab de alta pureza em agarose-IDA-Ni(Il). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5
mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (0,58 mg de Fab/mL), (L) lavagem:
fosfato de sodio 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 7.,5; (E) Eluicdo: acetato de sédio 25 mmol/L,
NaCl 1,0 mol/L pH 5.8; (R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L. pH 7,0. (b) Eletroforese SDS-
PAGE gel a 10%. (L) Lavagem; (E) Elui¢do; (R) Regeneracdo: EDTA; (M) marcador de baixa
massa molecular. Proteinas totais medidas pelo método de Bradford (1976); BSA como proteina
de referéncia.
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Tabela 4.5 Balanco de massa em termos de proteinas totais da cromatografia realizada com
fragmentos Fab em coluna agarose-IDA-Ni(Il)

Fracdes cromatograficas PT"(mg) %"
Injecdo 1,16 100,0
Lavagem 0,15 13,1
Eluicdo 0,59 50,9
Regeneracdo EDTA 0,38 32,7
Recuperacio 1,12 96,6
Proteinas totais adsorvidas (mg) 0,97 -
Proteinas totais adsorvidas (mg/mL) 0,32 -

“Proteina total: massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976), BSA
como proteina de referéncia.

"Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo.
Quantidade de Ni (II) quelatado ao IDA: 68,5 umol de Ni(Il)/g seca de gel.

O resultado do experimento apresentado na Figura 4.13 confirmou os resultados obtidos
nos experimentos realizados com spiking de fragmentos Fab em extrato proteico de soja (Figura
4.12), uma vez que o fragmento Fab foi eluido a pH 5,8. Este valor de pH encontra-se no
intervalo de pH em que se obteve o fragmento Fab separado das proteinas da soja durante a
eluicdo por gradiente linear de pH (Figura 4.12). Observa-se também na eletroforese da Figura
4.12, que os fragmentos Fab e a IgG intacta foram obtidos em etapas distintas da cromatografia,
ou seja, Fab na etapa de elui¢do e IgG na etapa de regeneracdo. Este resultado foi confirmado
pelo Western Blot apresentado na Figura 4.14, sendo detectado também a presenca de uma banda
ténue de fragmentos Fab na etapa de regeneracdo, juntamente com IgG (Western blot apresenta
maior sensibilidade que SDS-PAGE). Conclui-se que o adsorvente agarose-IDA-Ni(Il) apresenta
potencial para ser utilizado como adsorvente suplementar aqueles utilizados para purificacdo de
fragmentos Fab, pois muitos adsorventes tradicionalmente empregados sd@o pouco eficientes para
separacdo da IgG intacta (muitas vezes presente nesta mistura) do fragmento Fab (COLEMAN e

MAHLER, 2003)
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Figura 4.14. Western blot das fragcdes coletadas da cromatografia com fragmentos Fab de alta
pureza realizada em agarose-IDA-Ni(Il) no sistema tamponante fosfato-acetato de sodio
(referente a cromatografia apresentada na Figura 4.13). L — Pool das fracdes de lavagem; (E)
Pool das fracdes de eluicdo; (R) Pool das fragdes de regeneracdo com EDTA; (M) marcador de

massa molecular.

Uma vez determinado o pH de eluicdo do fragmento Fab, realizou-se uma cromatografia
com 2,0 mL de extrato proteico de soja com spiking de fragmento Fab em tampdo fosfato de
sédio pH 7,5 contendo 1,0 mol/L de NaCl e eluicdo em gradiente degrau com tampao acetato de

sodio pH 5,8 contendo 1,0 mol/L de NaCl (Figuras 4.15 e 4.16 e Tabela 4.6).

Nas Figuras 4.15 e 4.16 observa-se a presenca do fragmento Fab na etapa de eluicio com
pH 5.8, como também observado na Figura 4.12, Contudo, o perfil cromatografico obtido na
Figura 4.14 difere da Figura 4.12 por apresentar picos com maior resolucio. Esta caracteristica é
comumente observada em processos cromatograficos que utilizam da cromatografia de degrau,

visto que as proteinas que antes eram eluidas em diferentes pH no gradiente linear sio eluidas na

mesma etapa no gradiente degrau.
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Figura 4.15. Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatograficas solucdo de
proteina de soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-IDA-Ni(Il) realizado em degrau.
Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL
contendo 0,49 mg de soja e 0,42 mg de fragmento Fab em fosfato de sédio 25 mmol/L, pH 7,5
contendo 1,0 mol/L de NaCl, L - lavagem fosfato de s6dio pH 7,5 contendo 1,0 mol/L de NaCl; E
— eluicdo: acetato de sédio 25 mmol/L, pH 5,8 contendo 1,0 mol/L de NaCl; R — regeneracdo:
EDTA 50 mmol/L; N - regeneragdo com NaOH 20 mmol/L. Eletroforese SDS-PAGE (a) gel a
12,5%; (b) gel a 7,5%; (S) Proteinas da soja; (I) Injecdo; (L) Pool das fracdes de lavagem; (E)
Pool das fracdes de eluicdao; (R) Pool das fragdes de regeneracdo; (N) Pool das fracdes de
regeneracdo com NaOH; (H) marcador de alta massa molecular; (B) marcador de baixa massa

molecular; Proteinas totais medidas pelo método de Bradford (1976), BSA como proteina de
referéncia.

Figura 4.16. Western blot das fracdes coletadas da cromatografia em agarose-IDA-Ni(Il)
realizada com solug¢do de proteina da soja com spiking de fragmentos Fab em sistema tamponante
fosfato de sédio/acetato de sédio; (S) Proteinas da soja; (I) Injecdo; (F) fragmentos Fab; (L)
Lavagem; (E) Elui¢do; (R) Regeneracdo com EDTA; (N) Regeneracio com NaOH; (M)
marcador de alta massa molecular.
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Tabela 4.6. Balanco de massa do experimento em agarose-IDA-Ni(II) em tampdo fosfato de
soédio/acetato de s6dio com adi¢do de NaCl. Lavagem — Fracdo 7; Elui¢do - Pool das amostras 19
a 21; Regeneracao - Pool das amostras 30 a 32.

Etapas PT* PT Fab " Fab  Pureza® FP°
(mg) (%) (mg) %) (%)
Amostra inicial 1,80 +£0,05 100,0 0,83 + 0,00 100,0 46,1 1,0
Lavagem 0,27 +0,00 15,0 0,00 + 0,00 0,0 0,0 0,0
Eluicdo 0,74 +£0,02 41,1 0,73 £ 0,06 87,9 97,3 2,1
Regeneracio EDTA 0,74 £0,01 41,1 0,17 £ 0,05 20,5 7,2 0,2
Regeneracio NaOH - - - - - -
Recuperagao 1,75+0,02 97,2 1,73 +0,11 108,3 - -

“Proteinas totais: massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD,1976), 1gG
como proteina de referéncia.

PFab: massa determinada por imunodifusdo radial.

‘Pureza: massa de fragmento dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100.
YFator de purificagdo: razdo entre a pureza da fracdo e a pureza do material alimentado.

Quantidade de Ni(Il) quelatado ao IDA: 68,5 umol de Ni(I)/g seca de gel.

Diferentemente da purificacdo dos fragmentos Fab por cromatografia negativa em
agarose-TREN-Ni(Il) (Figuras 4.8 e 4.10), na purificacdo realizada por cromatografia tradicional
em agarose-IDA-Ni(Il) (Figura 4.15), foi acrescido sal (NaCl) nos sistemas tamponantes de
adsorc¢do e eluicdo. Os fragmentos Fab foram adsorvidos na fase estaciondria devido a presenga
de NaCl, que favorece as ligacOes de coordenacdo, desfavorecendo as interagdes eletrostaticas.
Por cromatografia tradicional, obteve-se fragmentos Fab com 97,3% de pureza na etapa de

eluicdo a pH 5,8 e um fator de purificacio de 2,1 (Tabela 4.6).

4.6. PONTO DE RUPTURA E CAPACIDADE DINAMICA DOS ADSORVENTES
AGAROSE-TREN-Ni(IT) E AGAROSE-IDA-Ni(II)

Para determinacdo do ponto de ruptura e da capacidade dindmica dos adsorventes
agarose-TREN-Ni(Il) e agarose-IDA-Ni(II), foram selecionados os sistemas tamponantes Tris-
HCI/Tris-HCI sem adicdo de NaCl (cromatografia negativa) e fosfato de sédio/acetato de sodio
acrescido de NaCl (cromatografia tradicional), respectivamente. O intuito desses experimentos
foi de analisar a capacidade dindmica de adsorcdo em diferentes condi¢des, sendo para IDA-
Ni(II), na condi¢do em que predominam as ligagdes de coordenacdo (fragmento Fab adsorvido) e

para TREN-Ni(Il), na condi¢do em que predominam as interagdes eletrostdticas (fragmento Fab
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obtido nas fragdes ndo retidas). Para o adsorvente TREN-Ni(II), selecionou-se o tampao Tris-HCI
sem NaCl por este ter proporcionado maior grau de pureza do fragmento Fab que o tampao Mes
(Tabelas 4.2 e 4.3).

Alimentou-se as colunas com extrato proteico de soja com spiking de fragmento Fab, e as
fracoes das etapas de flowthrough, lavagem, eluicdo e regeneracdo foram analisadas por
eletroforese SDS-PAGE e Western blot. Os experimentos realizados em agarose-TREN-Ni(II)
sdo apresentados nas Figuras de 4.17 a 4.20. O balanco de massa da cromatografia estd

apresentado na Tabela 4.7.
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Figura 4.17. Curva de ruptura de proteinas de soja com spiking de fragmentos Fab. Condi¢ao
agarose-TREN-Ni(II) tampdo Tris-HCl 50 mmol/L, em pH 7,0. Volume do leito: 1,0 mL. Vazao:
0,5 mL/L. (I) Injecao de 20,0 mL contendo de 0,31 mg/mL de proteinas da soja e 0,61 mg/mL de
fragmentos Fab. Massa de proteina total determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976), com BSA como proteina de referéncia.
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Figura 4.18. Eletroforese SDS-PAGE das frag¢des coletadas da curva de ruptura com proteinas de
soja com spiking de fragmentos Fab. Condi¢do agarose-TREN-Ni(II) em Tris-HCI. (a) Gel na
concentracdo de 12%, (b) Gel na concentracdo de 7,5%. (I) Injecdo; (S) Proteinas da soja; (F)
Fragmentos Fab; (1 a 20) Fra¢des do flowthrough; (L) Pool da lavagem; (E) Pool da elui¢do; (R)
Pool da regeneracdo com EDTA; (N) Pool da regeneracdo com NaOH; (H) Marcador de alta
massa molecular; (B) Marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4.19. Western Blot com as fragdes coletadas da curva de ruptura realizada com proteinas
de soja com spiking de fragmentos Fab. Condi¢do agarose-TREN-Ni(II) em Tris-HCI; (S)
Proteinas da soja; (F) Fragmentos Fab; (1 a 20) Fra¢des do flowthrough; (L) Pool da lavagem:;

(E) Pool da eluigdo; (R) Pool da regeneracdo com EDTA; (N) Pool da regeneracdo com NaOH;
(M) Marcador de massa molecular.
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Figura 4.20. Perfil cromatogrifico da curva de ruptura e eluicdo das proteinas de soja com
spiking de fragmentos Fab em agarose-TREN-Ni(Il) em Tris-HCl; (F) Flowthrough (L) Lavagem
com tampao Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,0; (E) Eluicdo com tampao Tris-HCI 700 mmol/L, pH
7,0; (R) Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L; (N) Regeneracdo com NaOH 20 mmol/L. Massa
de proteina total determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,1976), com BSA como
proteina de referéncia.

Tabela 4.7 Balanco de massa por imunodifusdo radial da curva de ruptura em agarose-TREN-
Ni(II) em Tris-HCI sem adi¢do de sal. Pool do flowthrough; Pool das amostras de lavagem; Pool
das amostras de elui¢do; Pool das amostras de regeneracao.

Etapas PT* PT Fab " Fab Pureza® FP?
(mg) (%) (mg) %) (%)
Amostra inicial 18,49 +£ 0,25 100,0 12,24 £ 0,18 100,0 66,2 1,0
Flowthrough 6,78 +£0,10 36,7 6,12+0,10 50,0 90,3 1,4
Lavagem 2,09 +£ 0,04 11,3 1,97 £ 0,20 16,1 94,3 1,4
Eluicao 6,81 £0,13 36,8 1,27+0,30 104 18,7 0,3
Regeneracdo EDTA 0,68 + 0,04 3,7 0,00 = 0,00 0,0 0,0 0,0
Regeneracao NaOH - - - - - -
Recuperacio 16,36 + 0,11 88,5 9,36 £0,50 76,5 - -

*Proteinas totais: massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD,1976), IgG
como proteina de referéncia.

°Fab: massa determinada por imunodifusdo radial.

‘Pureza: massa de fragmento dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100.
YFator de purificacio: razio entre a pureza da fracio e a pureza do material alimentado.

Quantidade de Ni(Il) quelatado ao TREN: 47,65 umol de Ni(II)/g seca de gel.
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Para o adsorvente agarose-TREN-Ni(II), utilizou-se uma concentracdo de proteina total na
injecdo de 0,92 mg/mL em tampdo Tris-HCI sem adicdo de NaCl, sendo um terco deste valor
composto por proteinas de soja e dois ter¢cos de fragmento Fab. A vazdo de 0,5 mL/min foi
utilizada em todos os experimentos cromatograficos com base no trabalho de Pereira (2009), que
observou que esta vazao proporciona a maior adsor¢do das proteinas do extrato proteico de soja
em agarose-TREN.

Nas Figuras 4.17, 4.18 e 4.19, observa-se nas trés primeiras fracdes do flowthrough
(equivalentes a trés volumes de coluna), ndo € possivel detectar presenga de proteinas. A partir da
fracdo quatro € possivel detectar a presenca de fragmentos Fab (confirmado por Western blot,
Figura 4.19), sem indicios de proteinas de soja. As proteinas de soja foram detectadas a partir de
fracdo 13 (equivalente a 13 volumes de coluna, Figura 4.18). O fragmento Fab pode ser obtido
livre de impurezas por 12 fracdes, o que equivale a uma inje¢do de aproximadamente 11 mg de
proteinas totais.

O adsorvente agarose-TREN-Ni(II) apresentou capacidade de adsorcdo de cerca de 7,5
mg de proteinas totais/mL de gel (somando as proteinas obtidas nas etapas de eluicdo e de
regeneracdo do adsorvente com EDTA). Observa-se que ndo houve saturacdo do adsorvente,
pois a alimentacdo foi interrompida no valor de C/Co cerca de 0,5. Obteve-se neste experimento,
o mesmo perfil cromatogriafico observado nos experimentos anteriores: o fragmento Fab foi
recuperado com alta pureza nas etapas de flowthrough (nas primeiras 12 fracdes) e de lavagem,
enquanto que a maioria das proteinas de soja foram recuperadas nas etapas de eluicdo e de
regeneracdo. A saturacdo do adsorvente ndo foi atingida, visto que a técnica de cromatografia
negativa utiliza-se de fracdo de flowthrough para a obtengcdo da proteina de interesse. Na
cromatografia negativa o ponto em que ocorrem os primeiros sinais das proteinas de soja ndo
retida (ponto de ruptura) é o mais importante, pois a alimentagdo pode ser interrompida neste
ponto.

No experimento de curva de ruptura realizado com agarose-IDA-Ni(Il) e tampao fosfato
de sédio/acetato de s6dio com adi¢do de NaCl, alimentou-se a coluna com 0,92 mg de proteinas
totais/mL, sendo 40% desta solu¢do composta por proteinas da soja e 60% de fragmentos Fab. Os
experimentos realizados com agarose-IDA-Ni(Il) estdo apresentados nas Figuras 4.21 a 4.24 e o
balanco de massa apresentado na Tabela 4.8.
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Figura 4.21. Curva de ruptura das proteinas de soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-
IDA-Ni(Il) em fosfato de s6dio 25 mmol/L, 1,0 mol/L. de NaCl pH 7,5. Volume do leito: 0,7 mL.
Vazao: 0,5 mL/L. (I) Injec@o de 18,0 mL de solucdo contendo 0,35 mg/mL de proteinas da soja e
0,57 mg/mL de fragmento Fab. Massa de proteina total determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD,1976), com BSA como proteina de referéncia.
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Figura 4.22. Eletroforese SDS-PAGE das fragdes coletadas na curva de ruptura com proteinas de
soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-IDA-Ni(Il) em fosfato de sddio/acetato de sédio
(a): Gel na concentracdao de 12%, (b) Gel na concentracdo de 7,5%. (S) Proteinas da soja; (F)
Fragmentos Fab; (I) Extrato proteico de soja com fragmentos Fab; (1 a 12) fragdes do
Sflowthrough; (L) Pool da lavagem; (E) Pool da elui¢do; (R) Pool da regeneragdo com EDTA; (N)
Pool da regeneracdo com NaOH; (H) marcador de alta massa molecular; (B) marcador de baixa
massa molecular.
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Figura 4.23. Western Blot com as fragdes coletadas da curva de ruptura realizada com proteinas
de soja com spiking de fragmentos Fab em agarose-IDA-Ni(II) em fosfato de sddio/acetato de
sodio (1 a 12) fragdes flowthrough; (L) pool da lavagem; (E) pool da eluicdo; (R) pool da

regeneragcdo com EDTA; (N) pool da regeneracdo com NaOH; (M) Marcador de massa
molecular.
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Figura 4.24. Cromatograma da curva de ruptura e da elui¢do das proteinas de soja com spiking
de fragmentos Fab em agarose-IDA-Ni(II) em fosfato de sédio/acetato de s6dio com adigdo de
NaCl; (F) Flowthrough,; (L) Lavagem com tampao fosfato de sédio 25 mmol/L contendo 1,0
mol/L de NaCl, pH 7.5; (E) Eluicdo com tampdo acetato de s6dio 25 mmol/L, pH 4,0; (R)
Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L; (N) Regeneracdo com NaOH 20 mmol/L. Massa de

proteina total determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,1976), com BSA como
proteina de referéncia.
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Tabela 4.8. Balanco de massa da curva de ruptura em agarose-IDA-Ni(II) em fosfato de
sodio/acetato de s6dio com adi¢ao de NaCl. Flowthrough — Pool das amostras 10 a 18; Lavagem
— Pool das amostras 22 a 27; Elui¢do - Pool das amostras 51 a 53; Regeneragado - Pool 73 a 75.

Etapas PT* PT Fab " Fab Pureza® FP°
(mg) (%) (mg) (%) (%)
Amostra inicial 16,54 £ 0,23 100,0 10,22 £0,00 100,0 61,8 1,0
Flowthrough 4,69 + 0,04 28,4 295+0,20 289 62,9 1,0
Lavagem 1,82 £ 0,02 11,0 1,70£0,16 16,6 93,4 1,5
Eluicao 2,00 +£0,02 12,3 3,10+£0,10 30,3 155,0 2,5
Regeneracdo EDTA 4,17 +0,03 25,1 1,02 £ 0,02 9.9 24,5 0,4
Regeneracao NaOH - - - - - -
Recuperacao 12,68 + 0,05 76,8 6,45 + 0,30 85,7 - -

“Proteinas totais: massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976), 1gG
como proteina de referéncia.

°Fab: massa determinada por imunodifuséo radial.

‘Pureza: massa de fragmento dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100.
“Fator de purificacio: razio entre a pureza da fragio e a pureza do material alimentado.

Quantidade de Ni quelatado ao agente quelante IDA igual 68,5 umol de Ni(Il)/g de gel.

Volume de leito: 0,7 mL.

Neste experimento observou-se uma capacidade de adsor¢do de mais de 6,0 mg de
proteinas totais/mL. de adsorvente (Tabela 4.8), valor este, abaixo dos 7 mg observados na
condicdo anterior. A menor capacidade de adsor¢do do adsorvente agarose-IDA-Ni(Il) estd
relacionada a presenca de NaCl no tampao de adsor¢do, que inibe as interacOes eletrostéticas.
Ressalta-se, como no experimento anterior, a saturacdo completa do adsorvente agarose-IDA-
Ni(II) também nao foi alcancgada.

Das Figuras 4.21 a 4.23 pode-se observar que os primeiros tracos de proteinas sdo
detectados apenas na fragdo 4 (aproximadamente 4 volumes de coluna). Tal resultado difere do
apresentado nas Figuras 4.17 e 4.18, nas quais se detectou o fragmento Fab na fracido quatro e as
proteinas de soja foram detectadas a partir da 13° fracdo. Na Figura 4.22 fica evidente o
aparecimento das proteinas de soja juntamente com os fragmentos nas primeiras fragcdes
coletadas (capacidade de adsorcao de fragmento Fab € baixo).

Na Tabela 4.8 observa-se que os maiores fatores de purificagdo e pureza encontram-se nas
etapas de lavagem e elui¢do. Na etapa de elui¢do tem-se 30,3% do total da proteina injetada, com
pureza calculada de 155% e fator de purificacdo de 2,5. Este valor de pureza acima de 100% na
etapa de eluicdo justifica-se pela maior sensibilidade do método de imunodifusdo radial na

deteccao do fragmento Fab em comparagdo com o método de Bradford.
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CAPITULO 5: CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que os quelatos IDA-Ni(II) e TREN-Ni(II)
apresentaram variagdes significativas na capacidade de adsor¢c@o de proteinas e seletividade na
purificacdo de fragmentos Fab humanos adicionados artificialmente no extrato proteico de graos
de soja.

Para o adsorvente agarose-TREN-Ni(Il) em sistema tamponante Mes/Mes imidazol e
Tris-HCl/Tris-HCI sem NacCl, os fragmentos Fab adicionados artificialmente no extrato proteico
de soja foram purificados por cromatografia negativa, obtendo-se 79% e 84,1% dos fragmentos
Fab na etapa de lavagem com um grau de pureza de 68% e 111% e fator de purificacdo de 1,3 e
1,9, respectivamente.

Demonstrou-se que agarose-IDA-Ni(I) adsorve as proteinas nativas do extrato proteico
de soja (9,2% das proteinas alimentadas nao foram retidas em tampao fosfato de sédio em
presenca de NaCl). Para este o adsorvente os fragmentos Fab foram purificados por
cromatografia tradicional, obtendo-se 87,9% de fragmento Fab na etapa de elui¢do a pH 5,8, com
um grau de pureza de 97,3% e fator de purificagao de 2,1.

Dos resultados dos experimentos realizados para determinacdo da capacidade de adsorcdo
dindmica do adsorvente, pode-se concluir que a capacidade de adsor¢do da agarose-TREN-Ni(II)
em Tris-HCI foi cerca de 7,5 mg de proteinas totais/mL de gel. Destaca-se que ndo houve
saturagdo do adsorvente, pois a alimentacdo foi interrompida no valor de C/Co de 0,5. As
proteinas da soja comecaram a ser visualizadas por eletroforese SDS-PAGE na fracdo 12 do
flowthrough. Na cromatografia negativa, o ponto em que ocorrem 0s primeiros sinais das
proteinas de soja ndo retida (ponto de ruptura) é o mais importante, pois a alimentacdo pode ser
interrompida neste ponto. Obteve-se 66% do total da proteina injetada nas fracdes do flowthrough
e lavagem, com pureza de 91% e fator de purificagdo de 1,4. A capacidade de adsor¢cdo de
fragmentos da agarose-IDA-Ni(I) em tampao fosfato de sédio com acréscimo de NaCl foi baixa,
tendo-se obtido alta pureza e fator de purificacao de 2,5.

Este estudo contribuiu para obter conhecimento de base para posterior aplicacdo da
técnica de IMAC na purificagdo de proteinas recombinantes produzidas em sementes de plantas
transgénicas.
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CAPITULO 6: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Diante dos resultados obtidos da purificagdo de fragmentos Fab humanos a partir de
solugdes com spiking de fragmentos Fab em extrato proteico de soja, vé-se a relevancia da

continuacdo da pesquisa nesta drea. Sugere-se, portanto, os seguintes estudos:

1) Extracdo das proteinas da soja com spiking dos fragmentos Fab;

2) Realizar experimentos com baixa concentracdo (pg) de fragmentos Fab.
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APENDICE A

Neste apéndice estd apresentando os perfis cromatograficos referentes aos ensaios

cromatogréficos realizados com soja para screning das condi¢des estudas apresentando na Figura
4.3. a Figura 4.6.
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Figura A1- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja utilizando TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fragdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (2,04 mg), (L) Lavagem: fosfato de sédio 25 mmol/L, pH 7.,5; (E)
Eluicdo: fosfato de s6dio 25 mmol/L, imidazol 300 mmol/L pH 7,5; (R) Regeneragdo: EDTA 50
mmol/L. pH 7,0;(N) Regeneracdo: NaOH 20 mmol/L; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a
7,5%; (I) Injecao; (L) Pool das fragdes de lavagem; (E) Pool das fragdes de elui¢do; (R) Pool das
fracdes de regeneracdo; (N) Pool das fragdes de regeneragcdo com NaOH; (B) Marcador de baixo
massa moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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Figura A2- Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatogréificas das proteinas de
soja em agarose-TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fragdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (2,03 mg), (L) Lavagem: Tris-HCI 50 mmol/L, 7,0; (E) Elui¢3o:
Tris-HCl 700 mmol/L pH 7,0; (R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L pH 7,0;(N) Regeneracao:
NaOH 20mmol/L; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (1) Injecao; (L) Pool das fracdes
de lavagem; (E) Pool das fracdes de elui¢do; (R) Pool das fragdes de regeneracdo; (N) Pool das

fracdes de regeneracdo com NaOH; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H) Marcador de
alta massa molecular.
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Figura A3 - Perfil cromatogréfico e eletroforético das fracdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas:
1,0 mL. (I) Inje¢@o: 2,0 mL (2,22 mg), (L) Lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) Elui¢cao Mes
25 mmol/L, imidazol 300 mmol/L, pH 6,5; (R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, (N) NaOH 20
mmol/L.; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (I) Injecdo; (L) Pool das fracdes de
lavagem; (E) Pool das fragdes de eluicdo; (R) Pool das fracdes de regeneracdo; (N) Pool das

fracdes de regeneragdo com NaOH; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H) Marcador de
alta massa molecular.
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Figura A4- Perfil cromatogréfico e eletroforetico das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas:
1,0 mL. (I) Inje¢do: 2,0 mL (2,13 mg), (L) Lavagem: fosfato de s6dio 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L
pH 7.5; (E) Eluigao: fosfato de s6dio 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L, imidazol 300 mmol/L pH 7.,5;
(R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L pH 7,0; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (I)
Injecdo; (L) Pool das fragdes de lavagem; (E) Pool das fragdes de elui¢do; (R) Pool das fracoes
de regeneragdo; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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Figura AS- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (1,77 mg), (L) Lavagem: Tris-HCI 50 mmol/L, NaCl 1 mol/L pH 7,0;
(E) Elui¢do: Tris-HCI 700 mmol/L, NaCl 1 mol/L pH 7,0; (R) Regeneracdao: EDTA 50 mmol/L
pH 7, (N) Regeneracdo: NaOH 20 mmol/; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (1)
Injecdo; (L) Pool das fragdes de lavagem; (E) Pool das fragdes de eluicao; (R) Pool das fracdes
de regeneracgdo; (N) Pool das fragdes de regeneracdo com NaOH; (B) Marcador de baixo massa
moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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Figura A6- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (1,83 mg), (L) lavagem: MES 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L pH 6,5; (E)
Eluicdo: Mes 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L, Imidazol 300 mmol/L pH 6,5; (R) Regeneragdao: EDTA
50 mmol/L pH 7; (N) Regenerac¢do: NaOH 20 mmol/L. SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a
7,5%; (1) Injecdo; (L) Pool das fragdes de lavagem; (E) Pool das fragdes de eluicdo; (R) Pool das
fracdes de regeneragdo; (N) Pool das fragdes de regeneracdo com NaOH; (B) Marcador de baixo
massa moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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Figura A7- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2 mL (1,44mg), (L) Lavagem: fosfato de s6dio 25 mmol/L pH 7.5; (E)
Elui¢do: acetato de s6dio 25 mmol/L, pH 4,0 ; (R) Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0;
(N) Regeneracdo com NaOH 20 mmol/L; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (I)
Injecdo; (L) Pool das fragdes de lavagem; (E1, E2, E3) Pool das fracdes de eluicdo; (R) Pool das

fracdes de regeneracdo; (N) Pool das fracdes de regeneracdo com NaOH; (B) Marcador de baixo
massa moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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Figura A8- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas:
1,0 mL. (I) Injec@o: 2 mL (2,01mg), (L) Lavagem: Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,0; (E) Eluic¢ao:
Tris-HCl 700 mmol/L, pH 7,0 ; (R) Regeneragdo com EDTA 50 mmol/L, pH 7,0; (N)
Regeneracao com NaOH 20 mmol/L; SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (I) Injecao; (L)
Pool das fracdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de eluicdo; (R) Pool das fracdes de
regeneracdo; (N) Pool das fragdes de regeneracdo com NaOH; (B) Marcador de baixo massa
moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.

92



220kDa | #
170kDa

160kDa
70kDa

0,30 1

50kDa

=
[}
S

Concentracio de proteinas (mg/mL)
=)
)

- —
el_
<—m

‘ ‘ ‘ ‘ AN ﬂ‘»/\ ’ , .
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Fracao

0,00

Figura A9- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fracdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(I). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Volume de fracdes
coletadas: 1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (1,87 mg de soja), (L) Lavagem: Mes 25 mmol/L. pH 6,5;
(E) Eluicao: Mes 25 mmol/L contendo imidazol 300 mmol/L pH 6,5; (R) Regeneracdo com
EDTA 50 mmol/L pH 7,0. SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (I) Injecdo; (L) Pool das
fracdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de eluicdo; (R) Pool das fracdes de regeneracdo; (N)

Pool das fragdes de regeneracdo com NaOH; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H)
Marcador de alta massa molecular.
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Figura A10 - Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2 mL (2,04 mg), (L) Lavagem: fosfato de sédio 25 mmol/L pH 7,5; (E)
Eluicdo: fosfato de sédio 25 mmol/L , imidazol 300 mmol/L pH 7,5; (R) Regeneracdo com
EDTA 50 mmol/L pH 7,0; (N) Regeneracao com NaOH 20 mmol/L. SDS-PAGE (a) gel a 12,5%;
(b) gel a 7,5%; (I) Injecdo; (L) Pool das fracdes de lavagem; (E) Pool das fragdes de elui¢do; (R)
Pool das fracdes de regeneracao.
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Figura A11- Perfil cromatografico e eletroforético das fragdes cromatogréificas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2 mL (1,92mg), (L) Lavagem: fosfato de sdédio 25 mmol/L , NaCl 1 mol/L
pH 7.5; (E) Elui¢do fosfato de sédio 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L, imidazol 300 mmol/L pH 7.5;
(R) Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L; (N) Regeneragdo com NaOH 20 mmol/L; SDS-PAGE
(a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (1) Injecao; (L) Pool das fracdes de lavagem; (E1) Pool Elui¢ao
fracdes 13 a 15; (E2) Pool Eluicao fracdoes 16 a 18; (R) Pool das fragdes de regeneracao; (N)
Pool das fracdes de regeneragdo com NaOH.

95



0,30 -

0,10

Concentracio de proteinas (mg/mL)

0,00

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Fracio

Figura A12- Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatogréficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(I). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (1,77 mg), (L) Lavagem: Tris 50 mmol/L, NaCl 1 mol/L pH 7,0; (E)
Elui¢do: Tris 700 mmol/L, NaCl 1 mol/L pH 7,0; (R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L pH 7,0;
SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (1) Injecdo; (L) Pool das fracdes de lavagem; (E)
Pool das fragdes de eluicdao; (R) Pool das fragdes de regeneracdo; (N) Pool das fracdes de

regeneragdo com NaOH; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H) Marcador de alta massa
molecular.
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Figura A13 - Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatogréficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(I). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (1,58 mg), (L) Lavagem: Mes 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L pH 6,5;
(E) Eluicao: Mes 25 mmol/L, NaCl 1 mol/L, Imidazol 300 mmol/LL pH 6,5; (R) Regeneracao:
EDTA 50 mmol/L pH 7,0; (N) Regeneracdo: NaOH 25 mmol/L .SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b)
gel a 7,5%; (1) Injecdo; (L) Pool das fracdes de lavagem (E1) Elui¢do Fracdo 16; (E2) Eluicdo
Fracdao 17; (R) Pool das fracdes de regeneracdo; (N) Pool das fracdes de regeneracdo com
NaOH; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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Figura A14- Perfil cromatografico e eletroforético das fracdes cromatograficas das proteinas de
soja em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injec@o: 2 mL (2,30 mg), (L) Lavagem: fosfato de sédio 25 mmol/L, 1 mmol/L NaCl,
pH 7.5; (E) Elui¢do: acetato de s6dio 25 mmol/L, 1 mmol/L NaCl, pH 4,0 ; (R) Regeneracio
com EDTA 50 mmol/L pH 7,0; (B) Marcador de baixo massa moléculas; (H) Marcador de alta
massa molecular. SDS-PAGE (a) gel a 12,5%; (b) gel a 7,5%; (1) Injecdo; (L) Pool das fracoes
de lavagem; (E) Pool das fra¢des de eluicdo; (R) Pool das fracdes de regeneracdo;(B) Marcador
de baixo massa moléculas; (H) Marcador de alta massa molecular.
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APENDICE B

Neste apéndice ¢é apresentado os perfis cromatograficos referentes aos ensaios
cromatograficos realizados com fragmentos Fab sem adi¢@o das proteinas da soja apresentados da
Figura 4.7. e na Tabela 4.1.
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Figura B1- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas dos fragmentos
Fab em agarose-TREN-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 5 mL (1,21 mg de Fab), (L) Lavagem: Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,0; (E)
Eluicado: Tris-HC1 700 mmol/L, pH 7,0 ; (R) Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L, pH 7,0; SDS-
PAGE gel a 12,5% (L) Pool das fracdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de eluicdo; (R) Pool

das fracdes de regeneracdo; (M) Marcador de baixo massa moléculas; (B) Marcador de alta
massa molecular.
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Figura B2- Perfil cromatogréfico e eletroforético das fragdes cromatograficas dos fragmentos
Fab em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0
mL. (I) Injecdo: 2,0 mL (3,71 mg), (L) Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 6,5; (E) Eluicdo: Mes 25
mmol/L, imidazol 300 mmol/L. pH 6,5; (R) Regeneracdo: EDTA 50 mmol/L. (N) NaOH 25
mmol/L; SDS-PAGE gel a 12,5% (L) Pool das fracdes de lavagem; (E) Pool das fracdes de
eluicdo; (M) Marcador de baixo massa moléculas; (B) Marcador de alta massa molecular.
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Figura B3 - Perfil cromatografico e eletroforético das fragdes cromatograficas dos fragmentos
Fab em agarose-IDA-Ni(II). Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢cdes coletadas:
1,0 mL. (I) Injecdo: 3 mL (0,33 mg de Fab/mL), (L) Lavagem: fosfato de sédio 25 mmol/L,
NaCl 1 mol/LL pH 7,5; (E) Elui¢do: acetato de sédio 25 mmol/L ,NaCl 1 mol/L. pH 4,0; (R)
Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L pH 7; SDS-PAGE gel a 12,5% (L) Pool das fragdes de
lavagem; (E) Pool das fragdes de elui¢do; (R) Pool das fragdes de regeneracdo; (M) Marcador de
baixo massa moléculas; (B) Marcador de alta massa molecular
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APENDICE C

Neste apéndice estd apresentando a curva de calibracao utilizada para todos os
experimentos de imunodifusdo radial realizado neste trabalho.

Tabela C1- Valores tipicos utilizados para a cura de calibracdo de Fab humano e didmetros de

alo obtidos no experimentos de imunodifusao radial

Concentracdo (ug/mL) Diametro (mm)
40,9 9,5
81,7 14,5
163,4 16,0
245,0 19,3
489,9 20,0
653,2 21,5
3 -
o
£
k)
2 2,5 -
c
©
3
o 27
T —
E
25 L5 -
o2 y=0,1012x+0,5722
g R?=0,9494
1 -
Q
G
=
(=]
- 0,5 -
o
°
0 T T T 1
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Diametro do disco de precipitagcao (mm)

Figura C1- Curva de calibracio tipica para os experimentos de imunodifusao radial
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